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Untersuchungen in der 3-Kohlenstoffreihe. 
I. Neue Synthese des Glycerinaldehyds und Glycerins. 
II. Chemische und biochemische Gewinnung yon Dioxyaceton- 
mono-alkylithern. 
III. Anhang: Uber kristallisiertes a-Phenyl-glycerin, iiber einen 
Nachweis von Acrolein sowie iiber Methylglyoxal. 


Von 
Irene Stephanie Neuberg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 29, Juli 1932.) 


I. 
Neue Synthese des Glycerinaldehyds und Glycerins. 

Die Verbindungen der 3-Kohlenstoffreihe haben von jeher das 
besondere Interesse der Chemiker und Physiologen erregt. 

Sieht man von dem Umstande ab, da der Masse nach die Hexosen 
und von ihnen sich ableitende Polysaccharide die gr6Bte Rolle in der Natur 
spielen, so finden wir in der 3-Kohlenstoffreihe Substanzen, denen héchste 
biologische Wichtigkeit zukommt. Glycerin als Baustein der echten Fette 
und der verwandten Phospholipide sowie Milchsaiure, die im Mittelpunkt 
der Betrachtungen tiber den Energieumsatz tierischer und pflanzlicher 
Zellen steht, geh6ren hierher. Namentlich aber haben bestimmte 3-Kohlen- 
stoffkérper von einfacher Struktur eine unerwartete Bedeutung dadurch 
erlangt, daB sie bei der Dissimilation der Assimilate nicht vorausgesehene 
Funktionen erfiillen. Das bei den Zuckerspaltungen entstehende Methy!- 
glvoxal, die damit verkniipfte Brenztraubenséure und Milchséure koénnen 
von fast allen Lebewesen erzeugt und verbraucht werden. Anaerober 
wie aerober Abbau lauft haufig iiber diese Stoffe, an ihnen voOllzieht sich 
zudem die biologische Resynthese, die von den Zerfallsprodukten des Zuckers 
wieder zu Gebilden der Hexosenreihe (Zucker, Polysacchariden) fiihrt. 

Mit Grundfragen der reinen Chemie sind die 3-Kohlenstoffderivate 
ebenfalls — in historischer wie systematischer Hinsicht auf das engste 
verbunden. Aut hervorragendem Platz steht das Aceton als einfachstes 
Keton, das denkbar ist. Es gab das Ausgangsmaterial fiir die erste Synthese 
des Glycerins ab, die vor 60 Jahren Friedel und Silva gliickte. Durch 
Oxydation des Glycerins gelangten 1887 Emil Fischer und J. Tafel zur 
Glycerose, dem Gemisch von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd, und von 
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der Glycerose weiterhin zu den wichtigsten Hexosen. Glycerinaldehyd ist 
der einfachste Zucker, der optische Aktivitaét aufweisen kann; deshalb 
sucht man fiir alle natiirlich vorkommenden Substanzen, denen ein Drehungs- 
vermégen eigen ist, die sterische Beziehung zu dieser Aldotriose (Wohi, 
Freudenberg, i.arrer). Die groBe Neigung der 3-Kohlenstoffzucker, in 
Hexosen iiberzugehen, ist im Lichte der neueren Erkenntnisse verstandlich. 
da sowohl Dioxyaceton als Glycerinaldehyd einen gréBeren Energie-inhalt 
als die Hexosen besitzen. Es ist leicht vorstellbar, daB die Kondensation 
der Triosen, die als eine Aldolisierung aufgefaBt werden kann, durch kleine 
Mengen geeigneter Katalysatoren (Hydroxylionen) ausgelést wird. 

Fiir das Dioxyaceton, das auf biochemischem Wege (vgl. S. 6) aus 
Glycerin gewonnen werden kann, liegt eine Totalsynthese vor. 

Sie geht nach O. Piloty und O. Ruff! vom Formaldehyd und Nitro- 
methan aus und wird iiber folgende Stufen geleitet: 


3 CH,O + H,C.NO, > (OH .CH,),C . NO,» (OH. CH,),C. NHOH 
> (OH . CH,),C: NOH — (OH . CH,),CO. 


Reiner Glycerinaldehyd ist bisher nur vom Glycerin her zuganglich. 


Der Weg, den A. Wohl sowie A. Wohl und C. Neuberg beschritten haben, 
war folgender*. Aus Glycerin bereitetes Acrolein wurde mit athylalkoholi- 
scher Salzséiure in das /-Chlorpropionaldehydacetal verwandelt. Diesem 
wurden durch Destillation iiber gepulvertem Atzkali die Elemente der 
Salzsiure entzogen, wobei Acroleinacetal entstand. Letzteres lieferte bei 
Oxydation mit Permanganat in neutraler Lésung (durch zweifache Hydroxy- 
lierung seiner Doppelbindung) das Diithylacetal des Glycerinaldehyds, der 
selbst schlieBlich durch Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelséure daraus in 
freier Form gewonnen worden ist: 


CH,OH .CHOH . CH,OH — CH,:CH . CHO — CH,Cl. CH, 
. CH(OC,H5), > CH, : CH.CH(OC,H;), > CH,OH.CHOH . CH(OC,H;). 
+ CH,OH .CHOH .CHO. 


A. Wohl und C. Neuberg haben bereits eine unmittelbare Oxydation 
des, Acroleins zum Glycerinaldehyd herbeizufiihren gesucht, z. B. durch 
Anlagerung von unterbromiger Saéure*; aber diesen Bestrebungen ist der 
Erfolg versagt geblieben. Auch gelegentliche Versuche von C. Neuberg 
und Mitarbeitern*, durch Oxydation des Allvlalkohols mit Wasserstoff- 
superoxyd und Eisensalz oder durch Elektrolyse von Erythronsaéure oder 
durch Behandlung von freiem Isoserinaldehyd mit salpetriger Séure zum 
Ziel® zu gelangen, haben kein befriedigendes Ergebnis gezeitigt. 


1 O, Piloty u. O. Ruff, B. 30, 1656 u. 3161, 1897. 

2 A. Wohl, B. 31, 1796, 1896; A. Wohl u. C. Neuberg, B. 33, 3095, 1900. 

3 C. Neuberg, Dissertation, Berlin 1900. 

4 Derselbe, diese Zeitschr. 20, 460 u. 530, 1909; 27, 333, 1910. 

5 Gewinnung von d, 1-Glycerinaldehyd aus Glycerose siehe bei EZ. J. 
Witzemann (Chem. Centralbl. 1915, I, 782), die von aktivem Glycerin- 
aldehyd bei A. Wohl, Fr. Momber u. R. Schellenberg (B. 47, 3346, 1914; 
50, 455, 1917; 55, 1404, 1922) sowie bei C. Newberg (diese Zeitschr. 228, 
259, 1930) und A. J. Virtanen u. J. v. Hausen (H. 204, 235, 1932). 
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Wie im folgenden! gezeigt wird, ist die direkte Oxydation des 
Acroleins zu Glycerinaldehyd ausfiihrbar und damit die Darstellung dieser 
Triose auf einem neuen Wege moglich. Das Verfahren griindet sich auf 
Anwendung des fiir ganz andere Zwecke vorgeschlagenen Reagenzes 
von K.A.Hofmann?; dieses besteht aus chlorsaurem Natrium, das 
durch Osmiumtetroxyd aktiviert wird. 

Behandelt man eine frisch bereitete 10°,ige Lésung von reinem 
Acrolein in Wasser mit etwas mehr als der berechneten Menge chlor- 
sauren Salzes und fiigt 1 bis 5°/4, vom benutzten Acrylaldehyd an 
Osmiumtetroxyd hinzu, so gelingt die unmittelbare Hydroxylierung 
des ungesattigten Aldehyds: 

CH,:CH.CHO + H,O + O CH,OH .CHOH .CHO. 

Um die Ausbeute zu steigern und die Bildung von Nebenprodukten 
méglichst hintanzuhalten, ist es notwendig, mit ganz reinen Materialien 
zu arbeiten und die Oxydation unter Kiihlung durch eine Eis-Kochsalz- 
mischung vorzunehmen. Erst nach Umsetzung der Hauptmenge 
Acrolein kann man auf Zimmertemperatur oder 37° gehen. Anderen- 
falls verwandelt sich ein Teil des Acroleins in das bekannte Polymeri- 
sationsprodukt (,,Disacryl‘‘); dasselbe fallt unléslich aus, wodurch die 
Ausbeute verschlechtert wird. 

Diese machte im giinstigsten Falle 64°, der Theorie an sirupésem 
Glycerinaldehyd aus. Davon konnten nur 22% in kristallisierter Form 
abgeschieden werden. In dem Sirup, den Alkohol aus dem im Vakuum 
eingeengten, an anorganischen Salzen reichen Reaktionsprodukt aus- 
laugt, ist mehr Glycerinaldehyd enthalten. Solches ergibt sich einmal 
aus den Analysen nach der Methode der Sauredestillation®, die das 
quantitativ leicht bestimmbare Methylglyoxal liefert. Man findet so 
den Betrag an Ketonaldehyd betrachtlich héher, als dem_ kristalli- 
sierenden Anteil der Aldotriose entspricht. Zum anderen liegt der 
Beweis darin, daB ebenso die Ausbeute an dem charakteristischen 
Derivat des Glycerinaldehyds, seinem 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon, 
reichlich war. 

In dem rohen Glycerinaldehyd ist mindestens noch ein anderer 
Stoff zugegen, den man als Hydrucrylaldehyd anzusprechen hat; bei 
der Reduktion (s. 8. 13) tritt némlich neben Glycerin etwas Trimethylen- 
glykol, Propandiol-(1, 3), auf. 


' Das Verfahren habe ich vor einiger Zeit (J. St. Neuberg, diese Zeitschr. 
221, 492, 1930) schon in einer kurzen Mitteilung bekanntgegeben. 

2 K. A. Hofmann, B. 45, 3329, 1912; K. A. Hofmann, O. Ehrhart u. 
O. Schneider, B. 46, 1657, 1913. 

3 C,. Neuberg, E. Farber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 


262, 1917. « 


1 * 
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Ob fiir die Oxydation des Acroleins Natriumchlorat oder, wie ich 
auBerdem versucht habe, Bariumchlorat benutzt wird, ist ohne wesent- 
lichen EinfluB auf das Ergebnis. Die Ausbeute war beim Bariumsalz 
etwas hoher. 


Die Reduktion des Glycerinaldehyds ist bisher nicht ausgefiihrt 
gewesen; ich konnte sie mit Natriumamalgam in neutral gehaltener 
Lésung sowie mit Aluminiumamalgam bewirken. Glycerin wurde in 
60°, der theoretisch méglichen Menge isoliert. (Die Ausbeute zu ver- 
bessern, habe ich nicht versucht.) Bei Verwendung von nicht kristalli- 
siertem Glycerinaldehyd ist dem Trioxypropan (CH,OH .CHOH 
.CH,OH) eine kleine Menge Trimethylenglykol (CH,OH .CH, 
.CH,OH) beigemischt. Die Erklirung dafiir ist, wie erwahnt, in einem 
Gehalt' des rohen Ausgangsmaterials an $-Oxypropionaldehyd (Hydr- 
acrylaldehyd) zu suchen, dessen Entstehung unter ganz anderen Be- 
dingungen? bereits bekannt ist. 


Fur die tibliche Darstellung von Acrolein ist Glycerin das Ausgangs- 
material. Man kann aber den Acrylaldehyd auch durch Totalsynthese® 
gewinnen, z. B. aus Formaldehyd, Natriumformiat, Aceton, Propion- 
aldehyd, Propylen, Cyclopropanderivaten u.a.m. Von den ver- 
schiedenen Bildungsméglichkeiten sei besonders die einfachste an- 
gefiihrt; es ist dies die Reaktion von FE. v. Meyer*. Dieser Autor hat 
im Jahre 1874 gefunden, daB beim Durchschlagen elektrischer Funken 
durch ein Gemisch von Athylen und nascierendem Kohlenoxyd Acrolein 
entsteht. 

Somit involviert die jetzt gelungene Reduktion des Glycerin- 
aldehyds zum Propantriol eine neue Totalsynthese des Glycerins; sie 
erscheint zugleich als die einfachste, indem sie durch die wenigen nach- 
stehenden Reaktionsfolgen charakterisiert ist: 

CH,: CH, + CO CH,:CH.CHO —» CH,OH .CHOH .CHO 
> CH,OH .CHOH .CH,OH. 


Einer merkwiirdigen Tatsache sei an dieser Stelle gedacht. W. C. 
Powick® erhob vor mehreren Jahren den wenig beachteten Befund, 
daB beim Ranzigwerden der Fette Epihydrinaldehyd (Glycidaldehyd), 


1 (CH,:CH.CHO + H,O CH,OH .CH,.CHO.} 

2 J. U. Nef, Ann. 335, 219, 1904; A. Wohl, B. 41, 3603, 1908; M Berg- 
mann, A. Miekeley u. E. v. Lippmann, B. 62, 1471, 1929. 

3 4. Wohl, B. 41, 3605, 1908; W. L6b u. G. Pulvermacher, diese Zeitschr. 
26, 234, 1910; Oechsner de Coninck, C. r. 154, 1353, 1912; Fr. Fichter u. 
H. Reeb, Helv. 6, 450, 1923; N.J. Demjanow, Chem. Centralbl. 1930, [, 
3297; 1. J. Demjanow u. M. N. Dojarenko, ebenda 19381, I, 930. 

4 E.v. Meyer, J. pr. Chem. [2] 10, 113, 1874. 

5 W.C. Pewick, Chem. Centralbl. 1925, I, 177. 
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CH,.CH.CHO, auftritt. Diese Substanz ist das Anhydrid des 


O 

Glycerinaldehyds. Der Koérper geht aber nicht etwa aus Glycerin 
hervor, sondern aus ungesattigten Fettsiuren vom Typus der Olsiure, 
und zwar durch Autoxydation an der Luft: dabei werden verschiedene 
Peroxyd- und Oxydstufen durchlaufen. Hier! liegt der erste Fall vor, 
in dem fiir die Entstehung eines Kohlenhydrats aus Fettséuren sowie 
das natiirliche Vorkommen eines Glycerinaldehyd-derivates wesentliche 
Anhaltspunkte gefunden sind. 

Es sei tibrigens erwahnt, daB seit einer vorlaufigen Mitteilung, die ich 
vor zwei Jahren tiber diesen Gegenstand gemacht habe?, H.O. L. Fischer, 
L. Ahlstrom und H. Richter® eine weitere Darstellung des Glycerinaldehyds 
beschrieben haben, die vom 1, 3-Benzyliden-glycerin ausgeht und_ iiber 
dessen Toluolsultoderivat zunachst zur Benzalverbindung des Propen- 
diols-1, 3 fiihrt. Diese liefert mit Benzopersiure den benzoylierten Ben- 
zyliden-glycerinaldehyd, und durch dessen Verseifung entsteht schlieBlich 
die freie Aldotriose. Die Autoren geben (1. ¢. S. 612) wegen der geringeren 
Ausbeute, die sie bei der langen Kette notwendiger Umsetzungen konstatiert 
haben, dem alten Verfahren von Wohl und Neuberg fiir die priparative 
Darstellung der Aldotriose den Vorzug. Ein gleiches gilt fiir meine Resultate. 

Kinen Wert der von mir mitgeteilten Ergebnisse erblicke ich haupt- 
sichlich in der Erkenntnis, da8 man Acrolein direkt zum Glycerin- 
aldehyd oxydieren und mit ihm die vorhin skizzierte neue und sehr 
einfache Totalsynthese des Glycerins vollziehen kann. 

Will man den Umweg iiber das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon ein- 
schlagen (vgl. S. 33), so kann man sich auf diesem Wege auch gréBere 
Mengen kristallisierten Glycerinaldehyds verschatfen. 

Wie Wohl und Neuberg dargetan haben, findet unter der Wirkung 
von Alkalien eine wechselseitige Umwandlung von Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton, vermutlich tiber das beiden Triosen gemeinsame 
Enol: CH,OH--C(QH)—CH(OH) statt. Dieses Verhalten gibt die 
Erklarung dafiir ab, daB aus jeder. der beiden Triosen die gleichen 
Acrosen (Hexosen) entstehen. H.O. L. Fischer, C. Taube und FE. Baer* 
haben Glycerinaldehyd mittels Pyridin zu Dioxyaceton umgelagert, 
durch eine Reaktion, die sich auch fiir die [somerisierung von Trauben- 
zucker zu Fructose als geeignet erwiesen hat°. 


' Siehe hierzu auch J. Pritzker u. R. Jungkunz, Zeitschr. t. Nehrungs 
u. Lebensmittel 54, 242, 1927; E. Mundinger, Milchwirtschaftl. Forschungen 
7, 292, 1929. 

2 1. St. Newberg, diese Zeitschr. 221, 492, 1930. 

3 H.O. L. Fischer, L. Ahlstrém u. H. Richter, B. 64. 611, 1931 

4 H.O. L. Fischer, C. Taube u. BE. Baer, B. 60, 479, 1927. 


5 S. Danilow, E. Venus-Danilowa u. P. Schantarowitsch, B. 68, 227 


1930. 
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Somit schlieBt die Synthese des Glycerinaldehyds gleichzeitig 
eine neue Synthese des Dioxyvacetons in sich. 


Chemische und biochemische Gewinnung von Dioxyaceton- 
mono-alky!-athern. 


Das Dioxyaceton fand frithzeitige Beachtung wegen seiner Ent- 
stehung aus Glycerin unter der Einwirkung oxydierender Mikroben. 
G. Bertrand hat in seiner bekannten Studie iiber das Sorbosebakterium ! 
gezeigt, daB die Ketotriose mit diesem Erreger bereitet werden kann. 
U. a. haben A.J. Virtanen? sowie K. Bernhauer*® weitere Bakterien 
beschrieben, die teils mit dem Sorbosebakterium (B. xylinum) nahe 
verwandt, teils davon verschieden sind. Eine Mikrobe, die den echten 
Essigbildnern mindestens so nahe steht wie das Sorbosebakterium 
(B. xylinum), haben A. J. Aluyver und F. J. G. de Leeuw? geziichtet und 
als Acetobacter suboxydans bezeichnet. Ein Vorteil, den die Ver- 
wendung dieses Kleinlebewesens bietet, beruht darin, daB es die primér 
erzeugten Ketozucker nicht weiter angreift. Bertrand hat (a. a. O.) 
eine Regel fiir die Oxydierbarkeit mehrwertiger Alkohole durch das 
Sorbosebakterium aufgestellt. Die GesetzmaBigkeit, die er postulierte, 
lautet : 

Tous les aleools attaqués renferment un groupement alcoolique 
secondaire dans leur molécule. L’existence de ce groupement alcoolique 
secondaire CHOH n’est pas suffisante toutefois pour déterminer le 
choix de la bactérie. C’est seulement lorsque l’oxyhydrile (OH) de ce 
groupement est disposé de telle fagon que, d’un méme cété de la chaine, i! 
ne soit pas au voisinage d’un atome d’hydrogéne faisant partie d’un 
groupement semblable, qu’on observe lattaque par la bactérie. Les alcools 
plurivalents qui ne présentent pas cette disposition, résistent a l’oxydation 
et peuvent se retrouver méme dans des cultures trés anciennes.** 


Dieser Forderung fiigen sich die beiden Antipoden des 2, 3-Butylen- 


H OH 
glykols CH,—- C-—C--CH, sowie Rhodeit, 1-Rhamnit und $-Rhamno- 
OH H 


hexit in ihrem Verhalten nicht. Beide Raumformen des Butylenglykols 
werden trotz unvorschriftsmaBiger Konfiguration vom Sorbosebakterium 
(und verwandten Mikroorganismen) angegriffen®, die drei letzten Ver- 
bindungen erweisen sich trotz ihrer der Voraussetzung geniigenden 


' G, Bertrand, Ann. de Chim. et de Phys. [8] 3, 181, 1904. 

2 A. TI. Virtanen u. B. Bdrlund, diese Zeitschr. 169, 169, 1926. 

3 K. Bernhauer u. K. Schon, H. 177, 107, 1928. 

1 4.J Kluyver u. F. J.G. de Leewwr. Tijdschr. Geneesk. 10, 170, 1924. 
* Siche hiertiber E. Visser’t Hooft. Dissertation Delft 1925, S. IS. 
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Konstitution als resistent!; allerdings besagt die Bertrandsche Regel 
nicht, daB jeder mehrwertige Alkohol bestimmter Konfiguration oxydiert 
werden muB, sondern nur, daB er oxydiert werden kann. 

Alle bisherigen Untersuchungen iiber die biochemische Bildung 
von Ketosen betreffen die Eignung der zugehérigen, an keiner Hydroxvyl- 
gruppe substituierten mehrwertigen Alkohole. Unerforscht war, ob 
jene biochemische Oxydation mit den Athern mehrwertiger Alkohole 
erreicht werden kann. 

Zur Priifung dieser in theoretischer Hinsicht und unter Umstanden 
auch fiir praparative Zwecke wichtigen Frage habe ich Versuche mit 
dem Mono-methyl- und Mono-ithyl-ather des Glycerins vorgenommen. 
Da nur Ketosen zu erwarten waren, habe ich die g-Verbindungen, das 
sogenannte g-Mono-methylin, CH,(OCH,).CHOH.CH,OH, und 
a-Mono-athylin, CH,(OC,H;).CHOH .CH,OH, herangezogen und 
gefunden, daB beide Substanzen vom Bacterium suboxyvdans, weniger 
gut durch das Bacterium xylinum, angegriffen und in reduzierende 
Mono-ather des Dioxyacetons tibergefiihrt werden. Auf diese Weise 
erhielt ich die mono-alkylierten Dioxyacetone, CH,(OCH,) . CO. CH,OH 
(1-Methylo-dioxyaceton) und CH,(OC,H;).CO.CH,OH (1-Athylo- 
dioxyaceton), die bislang tiberhaupt unbekannt gewesen sind ®. 

Die biologische Oxydation der Glycerin-ather vollzieht sich nicht 
so glatt wie die des einfachen Glycerins (und scheint bei den Homologen 
mit héherem Alkylrest nur in geringem Umfange stattzufinden). Die 
Ausbeuten betrugen, wenigstens unter den bisher innegehaltenen Be- 
dingungen und mit den mir zur Verfiigung stehenden Mikrobenstammen, 
nicht mehr als 20%, der Theorie. Sicher ist jedenfalls, daB die Bakterien 
einen Ketonkérper erzeugen kénnen, wenn das Substrat die Konfiguration 


H 
H,C- C- CH,OH 


RO OH 
aufweist. 
Die Abscheidung der Dioxyaceton-alkyl-dither geschieht am be- 
quemsten in Gestalt ihrer 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone. Aus diesen 


! Siehe hieriiber FE. Votocek u. J. Bulir, Chem. Centralbl. 1906, 1, 1818; 
E. Votocek, F. Valentin u. F. Rac, Collection des trav. chim. de Tchéco- 
slovaquie 2, 402, 1930; Chem. Centralbl. 1980, II, 3264. 

2 Aus der Entstehung der Ketosen ergibt sich zugleich, daB die Alkyline 
Glycerinaither der x-Reihe sind, was bisher nicht bestimmt war; siehe 
Victor Meyer-Jacobsons Lehrbuch I, 2, 126, 1913; O. Bailly, Rev. gén. des 
Sciences pur. et appl. 29, 208, 1918. 








8 I. St. Nenberg: 


werden nach dem weiterhin (s. 8.20) zu beschreibenden Verfahren 
die entsprechenden alkylierten Zucker in Freiheit gesetzt. 
Vervollstandigt wurde diese Serie von Untersuchungen durch 
rein chemische Bereitungen von mono-alkylierten Triosen. Sie kénnen 
auch durch Oxydation mit Natriumhypobromit (Na,CO, + Br,) aus 
den betreffenden Glycerinathern erhalten werden; der Weg entspricht 
dem, auf welchem EL. Fischer und J. Tafel zur Glycerose gelangt waren. 
Das rein chemisch gewonnene mono-methylierte wie mono-ithylierte 
Dioxyaceton 1aBt sich gleichfalls als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon 
isolieren. Die Ertrage bei der rein chemischen Oxydation blieben 
hinter denen zuriick, die mit der biochemischen Methode erzielt wurden; 
offenbar wird durch die Brom-Soda-mischung ein Teil des priméren 
Oxydationsproduktes weiter verandert, ein Teil des Ausgangsmaterials 
entgeht auch dem Zugriff oder erfahrt andere Umwandlungen. 


Anhang. Uber kristallisiertes «-Pheny!-glycerin, iiber einen Nachweis 
des Acroleins sowie tiber Methy/glyoxal. 

Bei den zuvor genannten Stoffen handelt es sich um Ather des 
Glycerins. Es wire interessant gewesen, auch am Kohlenstoffatom 
substituierte Glycerine nach der gleichen Richtung zu priifen. Hierfiir 
wollte ich das z-Phenylglycerin, C,H;. CHOH.CHOH .CH,OH, 
verwenden, um zugleich noch einiges iiber die Grenze der Leistungs- 
fahigkeit zu erfahren, die dem biologischen Verfahren gesteckt sein 
dirfte. Ein Phenylglycerin ist von 2. Grimaux! sowie C. Moureu und 
P. Gallagher? dargestellt; das Ausgangsmaterial bildete das Phenyl- 
tribrompropan® (C,H,.CHBr.CHBr.CH,Br) oder das z, f-Di- 
brom-y-oxy-a-phenylpropan  (Zimtalkohol-dibromid), C,H; .CH Br 
.CHBr.CH,OH. Die friiheren Autoren haben das Phenylglycerin 
als nicht erstarrendes Ol beschrieben und als Grund fiir alle MiBerfolge 
seiner Kristallisation folgendes angegeben: 

., Toutes nos tentatives en vue de faire cristalliser le produit ont échoue. 
Est-il en surfusion ’ Ou bien est-il constitué par un mélange d’isoméres, 
dont la présence de 2 at. de carbone asymmétriques dans la molécule prévoit 
l’existence. Nous n’avons pas poussé plus loin ces recherches.“ 

Ich habe nun beobachtet, daB mach achtmonaitlichem Zuwarten 
das im Hochvakuum destilliert gewesene Produkt im Exsikkator zu 
einer faserigen Kristallmasse erstarrte, die aus strahlenférmigen Aggre- 
gaten bestand. Die feste Verbindung konnte durch Abpressen auf Ton 


! KB. Grimauz, C. r. 76, 1598, 1873. 
2 C. Moureu u. P. Gallagher, Bull. Soc. Chim. [4] 29, L009, 1921. 
3 A. Klages u. K. Klenk, B. 39, 2552, 1906. 
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von éligen Beimengungen leicht befreit und dann ohne weiteres aus 
Essigester umkristallisiert werden, woraus sich die reine Verbindung 
in prachtigen und ganz bestindigen sechsseitigen Prismen (Sargdeckel- 
form) abschied: sie schmelzen bei 100,5° (korr.), also unerwartet hoch. 

Bei der langen Dauer des Kristallisationsvorganges habe ich nur 
einige orientierende Versuche iiber die Eignung des Phenylglycerins 
als Substrat fiir den Acetobacter suboxydans und B. xylinum angestellt?. 
Beide Mikroben erzeugen eine reduzierende, zuckerartige Substanz: 
dieselbe wurde jedoch nur langsam und in schlechter Ausbeute gebildet. 

Bei dieser Gelegenheit sei mitgeteilt, daB sich 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin auch zur Fallung von Acrolein eignet. Stellt man die Ver- 
bindung nach dem im experimentellen Teil angegebenen Verfahren dar, 
so gewinnt man einen Koérper, der vielleicht das wahre Hydrazon des 
Acroleins, und nicht? das durch Ringschlu8 entstehende Pyrazolin- 
derivat ist; wenigstens gibt die Substanz beim Kochen mit verdiinnten 
Sauren sehr leicht wieder Acrolein und zeigt die Farbenreaktion der 
Di-nitrophenylhydrazone. Die <Acrolein-2, 4-di-nitrophenylhydrazin- 
verbindung ist sehr schwer léslich. Aus einer Lésung von 1: LOO000 
fielen noch 91°%, der theoretisch méglichen Menge aus, so ‘dai dieses 
Derivat, das den Vorteil eines groBen Molekulargewichts besitzt, zur 
Charakterisierung des Acroleins dienen kann. Die Verbindung, die 
sechseckige Tafeln bildet, schmilzt bei 166 bis 167° und zersetzt sich 
bei 168° unter Gasentwicklung. 

Angefiigt seien einige Befunde, die das Methylglyoxal betreffen. 
Es zeigte sich, daB man das «, f-Dioxopropan nicht nur aus den 
freien Triosen, sondern auch aus ihren Hydrazonen bereiten kann. 
SchlieBlich habe ich das bisher nicht erhaltene wahre Methylglyoxal- 
Natriumbisulfit, CH, — C(OQH) (SO, Na) — CH (OH) (SO, Na), in reinem 
Zustande gewonnen. 

Experimentelles. 
I. 
Glycerinaldeh yd und Glycerin, 

Wasserige Loésungen von Acrolein (10°,ig) und von Natrium- 
chlorat bzw. Bariumchlorat (150 bis 300°, der Theorie) werden mit 
etwas Osmiumtetroxyd als Katelysator (1 bis 5° 4) vom Gewicht des 
Acroleins) in geschlossenen GlasgefiBen aufbewahrt. Ist der Geruch 


’ Die Frage, inwieweit sich die substituierten und alkylierten mehr 
wertigen Alkohole auch die Derivate der Polyglykole aus der 4-, 5- und 
6-Kohlenstoffreihe zu den entsprechenden Zuckern oxydieren lassen, ist 


noch zu klaren. 
» 


* Nitrophenylhydrazone besitzen nach K. Auwers u. H. Voss (Ber. 42 
4411, 1909) geringe Neigung zur intramolekularen Cyclisierung. 
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nach Acrolein verschwunden und reduziert das Gemenge bereits in der 
Kalte kraftig Fehlingsche Mischung, so ist die Reaktion abgelaufen, 
und der Ansatz kann aufgearbeitet werden. Eine angenihert quanti- 
tative Umwandlung des Acrylaldehyds erreicht man nur, wenn man 
die Ingredienzien zunachst etwa 12 Stunden bei 8° miteinander in 
Bertthrung laBt. Man vermeidet dadurch die sonst nach einiger Zeit 
eintretende Erwarmung und andere Oxydationen sowie die Entstehung 
von Polymerisaten, die nicht in der gewiinschten Weise angegriffen 
werden. DemgemaB lieferten Versuche, die im Thermostaten bei 37°, 
bei 28° oder bei Zimmertemperatur und unter einfacher Eiskiihlung 
ausgefiihrt wurden, Glycerinaldehyd nur in schlechter Ausbeute. 


44ceem (== 37g) frisch destilliertes Acrolein! wurden mit einer 
Lésung von 112 g Bariumchlorat (Salz mit 1 Mol H,Q) in 320 cem Wasser 
und mit 0,2 g Osmiumtetroxyd in etwa 100 ccm Wasser 12 Stunden 
in einer Kaltemischung (-- 8°), dann 4 Tage im Eisschrank (0°) und 
schlieZlich 2 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt.  Acrolein war 
dann nicht mehr vorhanden. Die ganz klar gebliebene Fliissigkeit 
hatte schwach saure Reaktion angenommen. Sie wurde nach peinlich 
genauer Neutralisation durch Barytwasser bei 25 bis 30° im Vakuum 
volistindig eingedickt. Der Sirup, in dem der Glycerinaldehyd neben 
Jariumchlorid und -chlorat zugegen war, wurde in abs. Alkohol auf- 
genommen und weiter mit so viel Alkohol versetzt, daB keine Barium- 
salze mehr ausfielen. Von ihnen wurde abfiltriert. Da sie aber stets 
wesentliche Mengen reduzierender Substanz einschlossen, wurden sie 
mit mehrfach erneuertem absoluten Alkohol und Glasperlen in einer 
Stépselflasche je 1 Stunde auf der Maschine geschiittelt, bis die Salze 
praktisch keinen Zucker mehr enthielten. Alle alkoholischen Filtrate 
wurden vereinigt und wieder im Vakuum zum Sirup konzentriert. 
Er wurde jetzt mit 2 Liter abs. Alkohol aufgenommen. Durch Fallung 
mit 6 Liter Ather wurden die Mineralstoffe beseitigt. Die alkoholisch- 
atherische Lésung wurde filtriert und abermals unter vermindertem 
Druck bei 25 bis 30° eingeengt. Der gesamte Riickstand wurde in 
eine Kristallisierschale gebracht und im Vakuumexsikkator iiber 
Calciumchlorid, Phosphorpentoxyd und Paraffin aufbewahrt. Als er 
zu einer zahfliissigen Masse eingedunstet war, wurde er mit Glycerin- 
aldehyd, angeimpft. Die Schale enthielt 38,7 g Sirup. Als nach 
2 Monaten die Kristallisation ziemlich weit fortgeschritten war, wurden 
die Kristalle nach Verreibung mit Methylalkohol abgesaugt. Die 
Kristallfraktion wurde im Vakuumexsikkator getrocknet und gewogen: 
7,36 g. F. 132 bis 138°. 


! Stabilisiert durch Hydrochinon nach C. Moureu, C. Dufraisse, 
P. Robin u. J. Pougnet (C. v. 170, 26, 1920). 
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2,5 g davon wurden aus 8 ccm 40°,igem Methanol umkristallisiert. 
Erhalten wurden 2 g Aldotriose, die bei sofortiger Priifung den Schmelz- 
punkt 140°, bei langerer Aufbewahrung einen niedrigeren zeigte. (Der 
Schmelzpunkt solcher Priparate anderte sich auch durch Auskochen 
mit Aceton nicht mehr.) Eine zweite Kristallfraktion wog 1,2 g. 

Die gesamte Ausbeute an sirupésem und kristallisiertem Glycerin- 
aldehyd belief sich auf 64°, der Theorie: davon entfielen auf den 
kristallisierten Anteil 22,0 %%. 


Bestimmung des Glycerinaldehyds als 2, 4-Di-nitrophenyth ydrazon., 


Sowohl aus der Kristallfraktion als auch aus dem Sirup wurde 
Glycerinaldehyd-2, 4-di-nitrophenylhydrazon_ isoliert. 


a) Aus der Kristallfraktion. 


0,9 g des Rohproduktes wurden in 25 cem Wasser gelést. Nach 


36stiindigem Stehen! wurde die Fliissigkeit eisgekiihlt und mit einer 
ebenfalls eiskalten Lésung von 1,9g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 
130 cem 2n Salzsiure versetzt. Nach 30minitiger Aufbéwahrung in 
Eis wurde das Hydrazon abgesaugt, nacheinander mit verdiinnter 
Salzsiiure, Wasser sowie wenig Ather gewaschen und darauf im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. Ausbeute: 2,3 g Hydrazon (85,19 °, der Theorie). 

Das Rohprodukt wurde aus 50°,igem Methanol umkristallisiert. 
Da ihm noch Spuren von Osazon anhafteten, wurde es abermals aus 
150 ccm 50°,igem Holzgeist umkristallisiert: 16g.  F. 166 bis 167° 
(korr.). Mischschmelzpunkt mit dem Derivat® aus authentischem 
Glycerinaldehyd 166 bis 167°. 

2.566 mg Substanz lieferten 0,456 cem N, (20°, 757 mm). 

C,H,»O.N,. Ber.: N = 20,74%, gef.: N 20,62 %. 
(270,17) 


b) Aus sirup6sem Glycerinaldehyd. 

Zu 10 cem einer 10% igen Lésung dieses Materials wurde, wie 
oben angegeben, eine Lésung von 0,95 g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
in 60 ccm 2 n Salzs&ure gegeben. Isoliert wurden 1,3 g rohes Hydrazon. 
Es war nach zweimaligem Umkristallisieren aus 50 °,igem Methanol rein. 

4,781 mg Substanz lieferten 7.035 mg CO, und 1,58 mg H,O. 

3,052 ,, * gaben 0.529cem N, (18° und 763 mm). 

C,H O.N,. Ber.: C = 39,90%, H = 3.73%, N = 20,74°, 
(270,17) gef.: € 40,14"... H 3,70°,,, 20,40°.. 


' Man braucht nicht so lange zu warten, da auch dimolekularet 
Glycerinaldehyd sich schnell mit dem Hydrazin umsetzt. 
°C. Neuberg u. H. Collatz. diese Zeitschr. 223, 494, 1930. 
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Uberfiihrung des Glycerinaldeh yds in Methylglyoral. 

10 cem einer 10° igen Lésung des sirupésen Glycerinaldehyds 
wurden mit 1,2 cem konz. Schwefelsiure in 10 cem H,O versetzt und 
unter regelmaBiger Erneuerung des abdestillierenden Wassers nach der 
Vorschrift von C. Neuberg und Mitarbeitern (vgl. S. 3 u. 24) aus einem 
Paraffinbad von 120 bis 130° Temp. destilliert. _Nachdem 140 ccm 
ibergetricben waren, verfliichtigte sich praktisch kein Methylglyoxal 
mehr. 

Die quantitative Bestimmung des Methylglyoxals kann als Bis- 
p-nitrophenylhydrazon! oder als entsprechendes Derivat des 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazins* oder jodometrisch nach der bewahrten Methode 
von F. Fischler und R. Boettner® erfolgen. Im befriedigenden Durch- 
schnitt* fand ich nach den drei Verfahren fiir den ganzen Ansatz 0,60 g 
Methylglvoxal. die 0,75 g Triose entsprechen wiirden. 


Reduktion von Glycerinaldehyd zu Glycerin. 


Zur weiteren Identifizierung der aus Acrolein hervorgegangenen 
Stofie wurde das sirupése Material der Reduktion mit Natrium- bzw. 
Aluminium-amalgam unterworfen. 

a) In die Lésung von 10g sirupésem Glycerinaldehyd in 800 ccm 
Wasser wurden 36g aktiviertes Aluminium® eingetragen, die zunachst 
bei Zimmertemperatur einwirkten. Als nach einigen Stunden deutliche 
Erwarmung eintrat, wurde das in einer Glasstépselflasche befindliche 
Gemenge in Eis gestellt. Das Reduktionsvermégen verschwand nur 
allmahlich. Nach knapp 3 Wochen wurde der Ansatz aufgearbeitet. 
Nach Zugabe von Wasser und Alkohol wurde die Fliissigkeit von Metall- 
resten und schwammig abgeschiedenem Aluminiumhydroxyd ab- 
gesaugt. Der Filterriickstand wurde mit heiBem Alkohol behandelt 
und ‘das alkoholische Filtrat im Vakuum bis zum Sirup eingeengt. 
Dieser wurde mit 30 cem abs. Alkohol aufgenommen. Die dabei aus- 
geschiedenen Salze wurden abfiltriert und mit 20 cem Alkohol aus- 
gewaschen. Nach Vertreibung des Alkohols ging zunachst bei 209 
bis 212° eine dickliche Fliissigkeit iiber, bei hGherem Erhitzen destillierte 
unter unverkennbaren Erscheinungen von Zersetzung Glycerin ab. 
Der niedriger siedende Kérper ist, wie ich durch Kontrollversuche fest- 


1 C, Neuberg, E. Fdrber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 
262, 1917. 

2 C. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 208, 463, 1928; EB. Simon u. C. Neu- 
berg. ebenda 232, 479, 1931. 

> F. Fischler u. R. Boettner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 1928. 

4 Vel. H. A. Spoehr u. H. H. Strain, J. biol. Chem. 89, 512, 1930. 

5 Dargestellt nach J. Thiele u. K. Merck, A. 416, 265, 1918 bzw. nach 
E. Weitz, Th. Kénig u. L. v. Wistinghausen, B. 57, 167, 1924. 
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stellte, weder ein Reduktionsprodukt des reinen Glycerinaldehyds, 
noch des Glycerins selber; es handelt sich um Trimethylenglykol, das 
aus beigemengtem Hydracrylaldehyd (vgl. 8. 3 u. 4) hervorgegangen ist. 

b) Reduktion mit Natrium-amalgam. 100 cem etwa_ 10°, iger 
wasseriger Glycerinaldehydlésung wurden in einer 1-Liter-Pulverflasche 
mit 42 g Aluminiumsulfat, die in 250 cem Wasser gelést waren, versetzt 
und auf 0° abgekiihlt. Dazu wurden 340 g frisch dargestelltes 2! ,°,iges 
Natrium-amalgam! gegeben. Da die Fliissigkeit am folgenden Tage 
noch Fehlingsche Lésung reduzierte, wurden innerhalb der nachsten 
48 Stunden weitere 510g Natriumamalgam nebst 31,5 g¢ Aluminium 
sulfat sowie 160 cem Wasser hinzugefiigt. Nach 3 Tagen war keine 
Wirkung auf Fehlingsche Mischung mehr nachzuweisen. Die Lésung 
wurde, nach dem Abdekantieren vom Quecksilber, zuerst zentrifugiert, 
der Bodensatz von Aluminiumhydroxyd wurde dann mit 50°,igem 
Alkohol griindlich ausgewaschen. Das klare Zentrifugat wurde mit 
verdiinnter Salzsiure neutralisiert und im Vakuum bis zum dicken 
Sirup eingeengt. Dieser wurde mit frisch gegliihtem Natriumsulfat zu 
einem trockenen Pulver verrieben und im Soxhlet-Apparat mit Aceton 
erschépfend extrahiert?. Nach dreitagiger Behandlung wurde das ab- 
geheberte Aceton in cinen Destillierkolben iibergefiihrt und mit 30 ccm 
Wasser versetzt, die zuvor zum Auswaschen des Extraktionsapparates 
gedient hatten. Darauf wurde das Aceton auf dem Wasserbad verjagt, 
der Riickstand klar filtriert und das Filter mit heiBem Wasser nach- 
gewaschen. Die Lésung wurde im Vakuum eingeengt, der Riickstand 
nach Vertreibung allen Wassers mit 60 cem abs. Alkohol aufgenommen 
und iiber gegliihltem Natriumsulfat getrocknet. Dieses wurde abfiltriert 
und griindlich mit entwassertem Alkohol ausgewaschen. Die alkoholische 
Fliissigkeit wurde bei gew6hnlichem Druck eingeengt und ihr Riickstand 
im Vakuum destilliert. Die Fraktion, die bei 13 mm von 171 bis 173° 
iiberging, wurde gesondert aufgefangen. Kp.,. bei nochmaliger Rektifi- 
kation 162 bis 163°. Ausbeute 4 g. 

1 ccm dieser nicht mehr reduzierenden Substanz wurde auf bekannte 
Art mit Brom in Sodalésung oxydiert; sie erlangte dadurch starkes 
Reduktionsvermégen, das sich schon in der Kalte geltend machte 
(Glycerose). j ; 

Auch die Analyse bestatigte das Vorliegen von vollig reinem 
Glycerin: 

4,978 mg Substanz lieferten 7,075 mg CO, und 3,91 mg H,0O. 

C,;H,O;. Ber.: C = 39,10°%, H = 8,76"); 


(92) gef.: C 38,77 °%, H 8,79 ’ 


! Es war unter Beriicksichtigung der von FP. Willstdtter, Fr. Seitz u. 
E. Bumm (B. 61, 876, 1928) geforderten VorsichtsmaBregeln bereitet. 
2 Vel. C. Newberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 219, 493, 1930. 
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c) Ein ganz analoger Reduktionsversuch mit kristallisiertem 
Glycerinaldehyd lieferte 60°, der theoretisch méglichen Quantitat 
Glycerin. 

d) Weder bei Versuch c) noch bei mehrtagiger Behandlung einer 
10%, igen Lésung von reinem Glycerin mit Aluminium-amalgam entstand 
Trimethylenglykol. 

Daraus darf man wohl schlieBen, das das mehrfach in Glycerin ver- 
schiedenster Herkunft gefundene! Trimethyvlenglykol sich nicht direkt aus 
Glycerin? bildet, sondern auf dem Umwege tiber Hydracrylaldehyd bzw. 
Acrolein. Dafiir spricht auch die bemerkenswerte Tatsache, daB ein im 
Leitungswasser vorkommender, den Vertretern der Coli-Typhus-gruppe 
verwandter Bacillus? aus Glycerin zunachst die beiden erwahnten Aldehyde 
der 3-Kohlenstoffreihe hervorbringt. 


Il. 
Dioxyaceton-mono-methyl-dther und Dioxwyaceton-mono-ath yl-ather. 
Ebenso wie sich Glycerin chemisch und biochemisch zu Dioxyaceton 
oxydieren laéBt, erhalt man aus seinen Mono-alkyl-athern die ent 
sprechenden Dioxyaceton-abkémmlinge. 


Chemische Oxydation. 

Glycerin-x-mono-methyl-ather und Glycerin-x-mono-athyl-ather 
wurden mit Brom und Soda nach der bei FE. Fischer und J. Tafel 
gegebenen Vorschrift* behandelt. 

6,3 g a-Mono-methylin® wurden mit 21 g Kristall-Soda in 36 ccm 
Wasser gelést. Nach Abkiihlung auf 10° wurden 3 g Brom hinzugefiigt 
und dessen Aufnahme durch Schiitteln unterstiitzt. Die Fliissigkeit 
blieb 30 Minuten in Eiswasser und wurde dann mit Salzsaéure an- 


' 4. Freund (Wiener Monatshefte 2, 636, 1881) in Seifenunterlaugen ; 
C. Neuberg u. E. Farber (diese Zeitschr. 78, 246, 1916) sowie C. Neuberg u. 
E. Reinfurth (ebenda 92, 234, 1918), ferner W.Connstein u. K. Liidecke 
(B. 52, 1385, 1919), C. A. Rojahn (B. 52, 1454, 1919) und neuerdings C. H. 
Werkman u. G.F. Gillen (J. of Bacteriology 28, 167, 1932) im Géarungs- 
glycerin. Hier entsteht es sicher sekundir, wie vor Jahren C. Neuberg, 
J. Hirsch u. EB. Reinfurth (diese Zeitschr. 105, 331, 1920) bereits dargetan 
hatten. ‘ 

2 Seine Erzeugung durch Reduktion von Glycerin-f-mono-chlorhydrin 
ist bekannt. 

3 EB. Voisenet, Chem. Centralbl. 1919, I, 378; vgl. auch H. R. Braak, 
Delft 1928, sowie G. Warcollier u. A. Le Moal, 


Groninger Dissertation, 
C.r. 194, 1394, 1932. 

4 BF. Fischer u. J. Tafel, B. 20, 3384, 1887. 

5 Dargestellt nach Ad. Griin u. F. Bockisch (B. 41, 3471, 1908). Herrn 
Prof. Griin schulde ich fiir die Uberlassung eines Quantums der ent- 
sprechenden Athylverbindung aufrichtigen Dank. 
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gesiuert; tiberschiissiges Brom wurde durch Einleiten von schwefliger 
Saure entfernt. 

Die eisgekitihlte Lésung wurde mit 3,3 g 2, 4-Di-nitrophenylhvdrazin 
in 400 cem 2n Salzsaure, die ebenfalls cisgekiihlt war, versetzt. Nach 
halbstiindigem Stehen bei 0° wurde das Hydrazon abgesaugt, mit 
Salzsiure und dann mit Wasser gewaschen. Ausbeute an getrockneter 
Substanz 2,2 g Hydrazon. (13°, der Theorie.) Die Ertrage stiegen 
bei verschiedenen Versuchen dieser Art nicht. In einem ganz analogen 
Versuch wurden z. B. aus 5g «-Methylin 2 g Hydrazon erhalten. 

Bei gleicher Behandlung lieferten 5 g x-Mono-athylin 2 g Hydrazon 
der Athoxy-ketotriose. 

Die Filtrate der Hydrazon-niederschlage wurden zur Gewinnung 
von Osazonen etwa 5 Tage bei 28° aufbewahrt. Dann wurden die Osazone 
abgesaugt mit Salzsiure und Wasser gewaschen sowie getrocknet. 
Die beiden Versuche mit je 5cem «-Methylin bzw. «-Athylin lieferten 
auBer den Hydrazonen so noch je 0,5 g Osazon, d.h. rund 2°, der 
Theorie. 

Bakterielle Oxydation. 

Die Versuche wurden mit Acetobacter suboxydans und Sorbose- 

bakterien vorgenommen. 


Die Mikroben waren folgendermaBen geziichtet worden: Aceto- 
bacter suboxydans auf Wiirze-agar, Sorbosebakterium in verdiinnter 
Bierwiirze (4 bis 5° Balling). Die mit steriler physiologischer Kochsalz- 
lésung vom festen Nahrboden abgeschwemmten Erreger, bzw. die im 
fliissigen Kulturmedium gewachsenen Sorbosebakterien wurden in 
verschlossenen Spitzglisern abgeschleudert und vier- bis sechsmal auf 
der Zentrifuge gewaschen, bis sie zuckerfrei waren (Fehlingsche Probe). 
Die so gesammelten Bakterien wurden dann in einem bestimmten 
Volumen keimfreien Wassers aufgeschiittelt; von dieser Suspension 
wurde die gewiinschte Menge in die Versuchskolben eingebracht. 


Die Ansitze wurden folgendermaBen zubereitet: Hefewasser 
wurde nach Zugabe von etwa 1° des betreffenden Glycerin-alky'- 
athers und nach dreimaliger Sterilisation mit einer Aufschwemmung der 
Bakterien-reinkultur versetzt. Diese Flissigkeiten wurden bei 28° 
aufbewahrt und in Abstinden von je 2 Tagen auf ihr Reduktions- 
vermégen gepriift. Um die Funktionstiichtigkeit der Erreger zu kon- 
trollieren, wurde stets ein Kolben mit gewéhnlichem reinem Glycerin 
und Bakterien sowie ein Kolben, der nur Hefewasser nebst Bakterien 
enthielt, gleichzeitig beobachtet. In den GefaifBen, die allein Hefe- 
wasser und Bakterien enthielten, trat niemals eine reduzierende Sub- 


stanz auf. 
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Versuche. 

Zwei Kolben mit je 12 cem «-Methylin in je 1 Liter Hefewasser! 
wurden mit 2 ccm einer Aufschwemmung von Acetobacter suboxydans 
unter den Kautelen der Asepsis beimpft und 13 Tage bei 28° bebriitet. 
Die GefaBe wurden tiglich ein- bis zweimal durchgeschiittelt. Nach 
der angegebenen Zeit wurden die Ansitze aufgearbeitet. Zwecks Aus- 
faillung der Bakterienmasse gab ich zu jeder Charge 10 ccm kolloidale 
Eisenhydroxyd-lésung und 2 Tropfen 5°%iges Magnesiumsulfat. Die 
Fliissigkeit wurde sodann zentrifugiert und ihr Bodensatz mit wenig 
Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Die klaren Abgiisse wurden 
vereinigt, auf 0° abgekihlt und mit einer ebenfalls eiskalten Lésung 
von 16,5g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in der 120fachen Menge 2 n 
Salzsiure gefillt. Das Hydrazon wurde, wie S. 15 beschrieben ist, 
isoliert und aus dem Filtrat das Osazon gewonnen. Die beiden Ansitze 
lieferten zusammen 12,7 g Hydrazon (17,2°, der Theorie) und 5,5 g 
Osazon (5°, der Theorie). 

Bei einem genau analog ausgefiihrten Versuch? mit 12 g -Athylin 
in 1 Liter Hefewasser, der sich bei 28° iiber 11 Tage erstreckte, wurden 
2,6 g Hydrazon (8°, der Theorie) und 1 g Osazon (rund 2°, der Theorie) 
isoliert. 

Zur quantitativen Bestimmung des Reduktionsvermégens wurden 
folgende Ansitze gemacht. 

1. 12 g Glycerin in 1 Liter Hefewasser. 

2. Zweimal je 12 g «-Methylin in je 1 Liter Hefewasser. 

3. Zweimal je 12 g «-Athylin in je 1 Liter Hefewasser. 

4. (Kontrolle) Hefewasser ohne Zugabe. 

Alle vier Kolben wurden mit je 2 cem Acetobacteraufschwemmung 
versetzt. 

Zur bequemen Entnahme aliquoter Teile fiir die Reduktions- 
proben® wurden von I., 2., 3. und 4. je 100 cem in kleine sterile Erlen- 
meyer-GefaiBe (flache Form) abgefiillt. Nach 6 Tagen geschah die erste 
qualitative Priifung auf Reduktionskraft. Dabei reduzierten 1., 2. 
und 3. Fehlingsche Lésung aufs deutlichste. Die quantitativen Zucker- 
bestimmungen wurden nach Hagedorn-Jensen (bei gehoriger Ver- 
diinnung) ausgefihrt. 


1 Bereitet durch halbstiindiges Kochen von 80 g zuckerfreier PreBhete 
(Sinner) mit 1 Liter Leitungswasser, Zentrifugieren und Sterilisieren. 

2 Fiir die Isolierung der Hydrazone wurden immer mit Acetobact. 
suboxyd. gewonnene Lésungen verwendet, da das Sorbosebakterium die 
Alkyl-ather langsamer und unvollstandiger zu oxydieren schien. 

3 Sie fielen mit dem Inhalt von GefaB 4 zu allen Zeiten negativ aus. 
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Gefunden wurde reduzierende Substanz!, berechnet als Gramme 
(:lucose pro Liter, in den Kolben mit: 





Glycerin «-Methylin e-Athylin 
Neck 41 Team... .. 4.44 2,20 
i. 13 4 aoe oe 11,9 4,62 2,37 
i ne 11,5 4.60 2.60 
lt Noe oa a 11,5 4,45 2.60 


Aus den 900 com Gargut, die sich in den groBen Kolben befanden, 
wurden auf die angegebene Weise sodann isoliert: Dioxyaceton-%-mono- 
methyl-dther-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 14,5 g, Di-nitro-osazon 3,8 g. 

Der entsprechende Glycerin-dthyl-ather lieferte 8g Hydrazon und 
2,5g Osazon. Aus diesen Daten ergibt sich, daB keineswegs die gesamte 
Menge der Glycerin-ither zu den Dioxyaceton-aithern oxydiert worden 
war; immerhin sind die Ausbeuten besser als beim chemischen Ver- 
fahren gewesen. 

Die Wasserstoffionen-konzentration war zu Beginn der Versuche 
6,6; sie fiel mit dem py des Hefewassers zusammen. 

In einer Versuchsreihe, die sowohl mit Acetobacter suboxydans 
als auch mit Sorbosebakterien® durchgefiihrt wurde, war mit Natrium- 
acetat-Essigsiure-Puffer das py auf 5,2 eingestellt. Bei dieser H-Ionen 
konzentration wurde nur reines Glycerin, keiner seiner «-Mono-alkyl- 
ither angegriffen. Das End-py der Ansitze, die stets sauerer wurden, 
betrug bei den Kontrollen, die lediglich Hefewasser und Bakterien 
enthielten, 6,6 bis 6,2, einerlei, ob das Sorbosebakterium oder der 
Acetobakter verwendet wurde. In den Ansitzen mit Glycerin lag das 
pu bei 5,8 bis 5,4, und in denen mit «-Methylin und a-Athylin bei 6,2 
bis 5,8 (wiederum mit beiden Bakteriensorten). 


Reinigung der Hydrazone und Osazone. 


Fiir die Gewinnung der ganz reinen 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone 
beider Dioxyaceton-mono-alkyl-ither ist in Betracht zu ziehen, dab 
sie in der Warme starke Neigung verraten, in die Osazone tiberzugehen. 
In Holz- und Weingeist sind die Hydrazone sehr leicht léslich. Am 
besten lassen sie sich aus 50- bis 75°%,igem wisserigen Methanol um- 
kristallisieren. Bedeutend schwerer sind sie im Toluol léslich. Die 


' Der Tabelle kann man entnehmen, daB Acetobacter suboxydans 
das Glycerin praktisch vollkommen zu Dioxyaceton oxydiert hat. Visser ’t 
Hooft (a. a. O., Dissert. S. 25) hat iiber die Ausbeute keine Angabe gemacht ; 
siehe jedoch diese Zeitschr. 224, 496, 1930. 

* Fiir die freundliche Uberlassung der Stammkultur bin ich Herrn 
Prof. Dr. F. Ehrlich in Breslau zu groBem Dank verpflichtet. 
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Ausbeuten beim Umbkristallisieren aus diesem Lésungsmittel sind 
also besser, dagegen enthalten die Verbindungen dann leicht kleine 
Mengen Osazon, vollig rein lagen die Hydrazone erst nach sechs- bis 
achtfachem Umbkristallisieren vor. Die anfangs eigelb- bis orange 
farbenen Hydrazone bildeten nunmehr zitronengelbe Nadeln. 


Analysen. 
Dioxyaceton-x-mono-meth yl-ather-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. 


Cio Hy, O5Nq 
(284,1) Ber.: C = 42,24°%,, H 4,26°). N 19,72 %. 

«) Produkt aus der Brom-oxydation. 
4,782 mg Substanz gaben 7,425 mg CO, und 1,85 mg H,0O. 
2,521 ,, - lieferten 0,431 com N, (24°, 748 mm). 

Gef.: C = 42,35°%, H 4,35°.. N 19,34°.. 


f) Produkt aus der Oxydation mit Acetobacter suboxydans. 

4,883 mg Substanz gaben 7,600 mg CO, und 1,920 mg H,0O. 

2,698 ,, is lieferten 0,457 com N, (23°, 756 mm). 

Gef.: C = 42,45%, H = 4,40%, N = 19,43%. 

Beide Verbindungen! schmelzen, wie ich schon friither angab, 
bei 175° (korr.). 

Die Osazone lassen sich aus Nitrobenzol, besser aus Benzonitril, 
umkristallisieren. Am reinsten wurden die Koérper folgendermaBen 
erhalten : 

Die Lésung der Rohprodukte in siedendem Benzonitril wurde heif 
filtriert und nach dem Erkalten mit absolutem Alkohol versetzt. Nach 
etwa zweistiindigem Stehen im Eisschrank wurden die Osazone ab- 
gesaugt, mit Alkohol und darauf mit Ather gewaschen. Nach drei- bis 
viermaligem Umkristallisieren waren die 2, 4-Di-nitrophenylosazone 
analysenrein. 


Dioxyaceton-x-mono-meth yl-dther-2, 4-di-nitrophenylosazon, 


CygH,OoNg 
(462,2) Ber.: C 41,54°.. H 3,05 °), N 24,25 %,. 


a) Produkt aus der Brom-oxydation. 


3,174 mg Substanz gaben 4,852 mg CO, und 0,907 mg H,O. 
1,947 ,, » lieferten 0,420 cem Ny, (24°, 750 mm). 
Gef.: C = 41,69°%, H = 3,20%, N 24,47. 


1 


Seit meiner ersten Mitteilung tiber diesen Gegenstand (diese Zeitschr. 
238, 459, 1931) haben H.O. L. Fischer u. E. Baer (B. 65, 439, 1932) das 
Hydrazon auch auf einem anderen Wege bereitet und durch die Gleichheit 
des Schmelzpunktes mit meiner Substanz identifiziert. 
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}) Produkt aus der Oxydation mit Acetobacter suboxydans. 
3,852 mg Substanz lieferten 5,891 mg CO, und 1.104 mg H,0O. 
1,945 ., Pa ergaben 0,416 cem N, (24°, 750 mm). 
Gef.: C = 41,71%, H = 3,21%, N = 24,29%. 


Die Osazone, die orangerot gefarbt sind, schmelzen nicht scharf; 
ziemlich eindeutig ist der Punkt ihrer vélligen Zersetzung. Das Produkt 
aus der Brom-oxydation verfarbte sich bei 250°, sinterte dann bis 272°, 
wo es sich unter Aufschiumen zersetzte. Das aus bakteriell oxydiertem 
4-Mono-methylin gewonnene Osazon wurde bei 255 bis 260° miBfarben, 


sinterte bis 270° und zersetzte sich bei 280°. 


Die Athyl-dther-derivate des Dioxyacetons unterscheiden sich auBer- 
lich nicht von den Verbindungen des Methyl-athers. Die Lésungs- 
mittel fiir Umkristallisationen sind auch die gleichen. 


Dioxyaceton-x-mono-tth yl-ather-2, 4-di-nitrophenylh ydrazon, 
. . 
Cy, Hy OnN, ° 
(298,1) Ber.: C = 44,28°,, H 4,73 %, N 18,80 °,,. 
2) Produkt aus der Brom-oxydation. 

4,062 mg Substanz gaben 6,575 mg CO, und 1,714 mg H.O. 
2,142 ,, - lieferten 0,353 cem N, (22°, 759 mm). 
Gef.: C = 44,15%, H = 4,72%, N = 19,03%. 

F. 167° (korr.). 

Bf) Produkt aus der biochemischen Oxydation. 
4,295 mg Substanz gaben 6.949 mg CO, und 1,804 mg H,O. 
1,986 ,, - lieferten 0,328 ccm N, (24°, 751 mm). 
Gef.: C = 44,13%, H = 4,70%, N = 18,77%. 

F. 171° (korr.) 


Dioxyaceton-z-mono-athyl-ather-2, 4-di-nitrophen ylosazon, 


Giz HygOoNg 
(476,2) Ber.: C 42,54", H 3,39°%,, N 23,53 ° 


a) Produkt aus der Brom-oxydation. 
4,363 mg Substanz gaben 6,836 mg CO, und 1,361 mg H,O. 
2,540 ,, ‘ oe 0,524 cem N, (24°, 752 


Gef.: ( = 42,73%. H = 3,499, N = 23,46%. 


yo niin). 
P) Produkt aus der Oxydation mit Acetobacter suboxydans. 
4,700 mg Substanz gaben 7,405 mg CO, und 1,365 mg H,O. 


2,271 ,, i. ys 0,470 cem N, (24°. 753 mm) 


Gef.: C = 42,979, H = 3,25%, N = 23,59. 


Das aus der Brom-oxydation isolierte Osazon verfarbte sich bei 240° 
und sinterte bei 250 bis 265°, wo es sich zersetzte. Das durch bakterielle 
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Oxydation gewonnene Osazon verfarbte sich bei 245 bis 250° und sinterte 


von 265 bis 275°, wo vollige Zersetzung eintrat. 

Nur beim «-Mono-methyl-ither des Dioxyaceton-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazons stimmten die Schmelzpunkte der bei chemischer und 
biochemischer Oxydation erzielten Verbindungen iiberein. Beim zu 
gehérigen Osazon und bei allen Athyl-dther-derivaten des Dioxy- 
acetons lag der Schmelzpunkt bzw. der Punkt vélliger Zersetzung fiir 
die aus Bakterienversuchen gewonnenen K6érper héher. Mischte man 
jedoch die Produkte beiderlei Herkunft und nahm dann die Schmelz- 
punkte, so zeigten sich keine Depressionen. Daraus darf man schlieBen., 
daB nicht mehr als Spuren der isomeren Glycerinaldehyd-ither bzw. 
anderer Carbonylkérper beigemischt sein kénnen (vgl. hierzu S. 33). 

Die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone der Dioxvaceton-alkyl-ather sind 
in alkoholischer Kalilauge mit blutroter, die entsprechenden Osazone 
mit tiefblauer Farbe léslich. 


Zerlegung der Hydrazone. 

Um aus den 2, 4-Di-nitrophenylhydrazonen die freien Zucker zu 
regenerieren, versetzte ich erstere mit Lésungen von reinem Acetaldehyd 
und erwarmte in geschlossenen GefiBen. Nach dieser neuen Methode, 
die sich als recht allgemein anwendbar erwiesen hat (s. 8. 27 bis 37), 
erhalt man durch Austausch das Acetaldehyd-2, 4-di-nitrophenyl- 
hydrazon und den freien Zucker. Er ist leicht von wenig unverindertem 
Ausgangsmaterial und etwas (bei der Umsetzung erzeugtem) Osazon 
abzutrennen. Erhitzt man auf zu hohe Temperaturen, so bildet sich 
viel Osazon, das fiir die Reaktion ausscheidet. 

Eigentliche Schwierigkeiten bereitet die Konzentrierung der ge- 
wonnenen Alkylo-dioxyacetone, da sie in freiem Zustande fliichtig sind. 

. In einer Selterflasche von etwa 500 ccm wurden 10 g Dioxyaceton- 
a#-mono-methyl-ather-2, 4-di-nitrophenylhydrazon mit 140 cem_ frisch 
destilliertem Acetaldehyd plus 20 cem Wasser zusammengebracht. Dic 
Flasche wurde zunachst mit einem Korkstopfen und iiber diesem durch 
den Patentmechanismus verschlossen. Dann wurde das Gemisch 
6 Tage im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Zur Vorsicht war die 
Flasche noch in ein Tuch gewickelt und verschniirt; vor dem Offnen 
wurde sie in Eiswasser gestellt. Zunachst wurde von dem in prachtigen 
typischen Kristallen ausgeschiedenen Acetaldehyd-2, 4-di-nitropheny]- 
hydrazon abgesaugt und das Filtrat im Vakuum bei Zimmertemperatur, 
dann bei héchstens 30° eingeengt. Hierbei schied sich der Rest des 
Acetaldehydhydrazons aus, das in die konzentrierte Acetaldehydlésung 
iibergegangen war. Man filtrierte wieder und extrahierte das schwach 
gelbliche Filtrat zweimal mit Essigester zwecks Entfernung kleiner, 
gelést gebliebener Mengen von Di-nitrophenylhydrazin-verbindungen. 
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Die wasserige Schicht wurde darauf mit wenig Tierkohle geschiittelt, 
filtriert und abermals im Vakuum bei héchstens 30° eingedickt. Die 
jetzt fast farblose Fliissigkeit wurde nunmehr in ein Schalchen iiber- 
geftihrt und im Exsikkator tiber Calciumchlorid eingedunstet. Ausbeute 
1.5 g Sirup, der mit einigen Kristallen durchsetzt war. 

Samtliche Destillate, die Acetaldehyd!, Wasser sowie Essigester 
enthielten, reduzierten kraftig alkalische Kupfer-Mischungen. Weitere 
KinbuBen an dem freien Zuckerither erleidet man beim Trocknen des 
Sirups im Exsikkator. Es empfiehlt sich deshalb, nicht zu evakuieren, 
da die Substanzen sich dann noch starker verfliichtigen. Auf Trocken- 
mitteln wie Phosphorpentoxyd und festem Atzkali schligt sich bald 
ein dunkler Belag nieder, wobei wiederum Substanzverluste eintreten 
Calciumchlorid und Paraffin erwiesen sich als giinstigste Entwasserungs- 
mittel. (In einigen Fallen wurde kurze Zeit evakuiert und dann Kohlen- 
dioxyd in den Exsikkator geleitet.) Um den Sirup weiter zu reinigen, 
nahm ich ihn mit einer Mischung von abs. Alkohol und Ather auf, 
behandelte diese Lésung mit wenig Tierkohle, filtrierte, ‘destillierte 
das Lésungsmittel ab und trocknete den Sirup wieder so, wie vorher 
beschrieben ist. 

Man kann die Spaltungsversuche auch unter etwas anderen Be- 
dingungen vornehmen. Man erreicht eine Umsetzung kleinerer Mengen 
von Zuckerhydrazon mit Acetaldehyd schon bei Zimmertemperatur, 
wenn man das Gemenge linger digeriert. Oder man erwirmt das 
Gemisch in einer zugeschmolzenen Ampulle 2 Stunden auf etwa 80° 
Am giinstigsten fiir die Ausbeute erwies sich aber die Behandlung bei 37°. 
Der gereinigte Sirup wurde analysiert. 

Dioxyaceton-a-mono-methyl-dther (Sirup, wenige Kristalle  ent- 
haltend). 

4.690 mg Substanz gaben 8,175 mg CO, und 3,250 mg H,O. 

(,4H,O,. Ber.: C = 46,11°, H = 7,75%; 
(104,1) gef.: C = 47,56, H = 7,75° 


Ein genau ebenso bereiteter Sirup von Dio.xyaceton-x-mono-athyl- 
(ither lieferte folgende analytischen Daten: 
4.673 mg Substanz gaben 8,420 mg CO, und 3,362 mg H,O. 
C;H,,0;. Ber.: C 50,80°). H 854°); 
(118.1) gef.: C = 49,14%,, H = 805%, 


Mit dem sirupésen Dioxyaceton-%-mono-methyl-iather wurden ferner 
Zeisel-Bestimmungen ausgefiihrt. 


NUS 6 ge ee ss es A Se Se oe 8 SS le OO 
won.: o) Ou eeleen Gem. fk es se BO 
fB) aus gereinigter Substanz . ... .. . . 30,71° 


' Acetaldehyd wirkt auf Fehlingsche Mischung nur schwach ein, auf 
Ostsche Lésung gar nicht. 
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Hl. 
«-Phenyl-glycerin, C,H,.CHOH.CHOH.CH,OH. 

Zimtalkohol-mono-bromid, ©,H,.CH:CH.CH,Br, wurde nach 
Klages und Klenk (a. a. O.) dargestellt und nach Moureu und Gallagher 
(a. a. O.) in das Tribromid, C,H, .CHBr.CHBr . CH, Br, iibergefiihrt. 
Dieses erhalt man auch, wenn man vom nicht kristallisierten Mono- 
brom-derivat ausgeht. Wie ich fand, geniigt es namlich, letzteres als 
dliges Rohprodukt in Chloroform zu lésen und mit der berechneten 
Menge Brom zu versetzen. Das gut auskristallisierte Phenyl-tri brom- 
propan wurde dann nach Vorschrift in das Tri-acetat verwandelt. 

63 g des Tri-acetats wurden mit 1090 cem Wasser und 2 cem konz. 
Salzsiure durch achtstiindiges Kochen auf dem Baboblech verseift. 
Darauf wurde mit Barium-hydroxyd neutralisiert und die klar filtrierte 
Fliissigkeit aus einem Wasserbad im Vakuum (13mm) eingeengt. 
Der Riickstand, der das Bariumchlorid sowie Bariumacetat enthielt, 
wurde mit abs. Alkohol digeriert. Von den ausgeschiedenen Salzen 
wurde abgesaugt und die alkoholische Lésung mit rund 40°, Ather 
versetzt. Die dabei ausgefallene Salzmasse wurde abgetrennt und die 
alkoholisch-atherische Lésung tiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, 
filtriert und im Vakuum vom Ather wie Alkohol befreit. Das zuriick- 
gebliebene zahfliissige Ol wurde einer Hochvakuum-destillation unter- 
worfen. Bei 182° gingen unter 4mm 30g eines ganz schwach-gelben, 
sehr viskosen Produktes tiber. Nach achtmonatigem Aufbewahren im 
Exsikkator, der im Dunkeln gestanden hatte, war die ganze Masse zu 


strahlenférmigen Kristallaggregaten erstarrt. Diesen wurde durch 
Aufstreichen auf Ton anhaftendes Ol entzogen. Rohertrag an fester 


Substanz 21 g. Sie ist leicht léslich in Wasser, Methanol wie Athanol 
und Dioxan, nicht léslich in Benzol, Ather und Petrolather. Das x-Pheny]- 
glycerin laBt sich leicht aus Aceton oder Essigester umkristallisieren. 
Der einmal aus Essigester umkristallisierte Koérper schmolz bei 9 
bis 99°: durch Wiederholung dieser Prozedur stieg der Schmelzpunkt 
auf 100,5° (korr.). Kryoskopische Molekulargewichtsbestimmungen 
in Wasser wie in Eisessig zeigten. dab die Verbindung monomolekular 
ist und da keinesfalls ein ,,Polyglycerin*: vorliegt. 
4,930 mg Substanz gaben 11.621 mg CO, und 3,160 mg H,0O. 
(yH,2.0;. Ber.: C = 64,25%, H = 7.20%; 
(168) gef.: © = 64,28%, H = 7.17%. 


Das x-Phenyl-glycerin bildet groBe sargdeckelf6érmige, sechsseitige 


Prismen. 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-derivat des Acroleins, C, H.N,O,. 
Selbst sehr verdiinnte Lésungen von Acrolein liefern mit 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazin einen charakteristischen, fiir den Nachweis dieses 
Aldehyds gut brauchbaren Niederschlag. 
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Untersuchungen in der 3-Kohlenstoffreihe. 2% 


1,2740 g Acrolein wurden mit Wasser im Mebkolben auf 150 ccm 
aufgefillt. lg 2,4-Di-nitrophenylhydrazin wurde in 120cem 2n 
HCl gelést. 

Von diesem Reagens wurde etwas mehr als die berechnete Menge zu 
den Acroleinlésungen gegeben. 

a) 10 cem der nicht ganz 1%igen <Acroleinlésung wurden mit 
50 cem der 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-lésung versetzt. 

b) Zu 100 cem der auf das zehnfache verdiinnten Acroleinlésung a) 
(jetzt beinahe 1° ,ig) wurden 50 cem des 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin- 
reagenzes gefiigt. 

ec) 200cem der auf das l00fache verdiinnten <Acroleinlésung 
(jetzt ungefahr 1: 10000) wurden mit 10 cem 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazinlésung gefiallt. 

Die Niederschlage wurden nach 40miniitigem Stehen in Eis auf 
einem Glasfiltertiegel abgesaugt, mit verdiinnter HCl sowie Wasser 
gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber konzentrierter Schwefel- 
siure nebst Atzkali bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Kontrolle: Man mu sich davon iiberzeugen, daB in dieser Zeit 
aus der gleichen Menge Hydrazinreagens bei Zugabe der entsprechenden 
Menge Wassers nichts abgeschieden wird. 

Lésung a) lieferte 0.3573 g 2. 4-Di-nitrophenyvlhydrazin-verbindung —— 913°, 
der Theorie. 
b) lieferte 0,3549g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-verbindung = 90,7 ° 
der Theorie. 


c) lieferte 0,0716g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-verbindung = 91,6°, 
der Theorie. 

Der Umstand, da8 die Ausbeute am Di-nitrophenyvlhydrazinderivat bei 
Verdiinnungen 1: 100 bis 1: 10000 praktisch gleich bleibt, spricht dafiir, 
daB die Fallung in Wirklichkeit quantitativ erfolgt und da® der Verlust 
von 9°, aut Fehler beim Abwiegen des abpipettierten Acroleins zuriick 
zufiihren ist. 

Die Substanz laBt sick, aus Essigester umkristallisieren. Das 
schwach rotlichgelbe Rohprodukt geht dabei in eine orangefarbene, 
schuppige Kristallmasse tiber. Das einmal umkristallisierte Derivat 
schmilzt bei 162°; durch mehrfaches Umkristallisieren wurde es in 
flachen, sechseckigen, orangefarbenen Prismen erhalten, die sich bei 
166 bis 167° (korr.) verflissigten und bei 168° unter Gasentwicklung 
zersetzten. 

4,842 mg Substanz gaben 8,105 mg CO, und 1,480 mg H,O. 

2,419 ,, ‘ lieferten 0,504 cem N, (23°, 758 mm). 

C,H,N,Oy. Ber.: C = 45,74%, H = 3.41%, 23,73 ° 


. 
(236,1) gef.: C = 45,65°,, H = 3,42°., N = 23,96! 
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Kocht man die Verbindung mit verdiinnter Salzsaure, so tritt 
nach wenigen Minuten der charakteristische Geruch des Acroleins 
auf. Bei Destillation des Stoffes mit verdiinnter Schwefelsaiure geht de1 
Aerylaldehyd tber, der mit fuchsinschwefliger Saiure und namentlich 
durch die Probe von L. Lewin (Blaufarbung mit Nitroprussidnatrium 
plus Piperidin) leicht zu erkennen ist. Die Nitroprussidnatriumreaktion 
ist insofern beweisend, als sie sonst nur mit Acetaldehyd (und schwach 
mit Propionaldehyd) positiv ausfallt, mit Stoffen also, die hier nicht 
in Betracht kommen. 


In alkoholischer Kalilauge lost sich die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin- 
verbindung des Acroleins mit braunroter Farbe. 


Methylglyoxal aus Glycerinaldehyd und den Hydrazonen der Aldo- und 
Ketotriose. 

Den zur Verfiigung stehenden wasserfreien Glycerinaldehyd be- 
nutzte ich zur Priifung der Frage, ob er durch Erhitzen mit P,O, - 
analog dem Dioxyaceton -- in Methylglyoxal umgewandelt wird. 
Unter den von H.0O. L. Fischer und Mitarbeitern angegebenen Be- 
dingungen gelingt die Uberfiihrung der Aldotriose in das x, B-Dioxo- 
propan nur héchst unvollkommen. 


Bekanntlich geht aber beim Destillieren mit verdiinnten Sauren 
auch aus Glycerinaldehyd leicht Methylglyoxal hervor. Diese Erfahrung 
veranlaBte mich zu entsprechenden Versuchen mit dem 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazon des Glycerinaldehyds, wie vergleichsweise mit dem 
Derivat des Dioxyacetons. 

Beide Hydrazone liefern in der Tat bei Behandlung mit heiBer 
verdiinnter Schwefelsiure den freien Ketonaldehyd neben seinem 
Di-hydrazon. Es findet also eine Reaktion statt, die sich im Sinne 
der Gleichung: 

2CH,OH .CHOH.CH:N.NHC,H,(NO,)p = CH,.CO.COH 

CH,.C [:N . NHC,H,(NO,).]. CH[:N .NHC,H,(NO,)g] + 2 HO 
als eine Art von Disproportionierung formulieren 1laBt. 


Nach der Methode, die C. Newberg und Mitarbeiter fiir die freien Triosen 
angewandt haben (s. S. 12), wurde je 1 g der Di-nitrohydrazone im 100-cem- 
Kélbechen mit dem Gemisch von 10cem H,O + 2g H,SO, tibergossen. 
Damit die Substanz gut benetzt wurde, gab ich 0,3 cem Nitrobenzol dazu; 
dann wurde in der iiblichen Weise destilliert. Immer wurden je 5 cem 
iibergetrieben und je 5cem H,O wieder hinzugefiigt, bis das Destillat keine 
Fallung mit essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin mehr lieferte. 


Aufgefangen wurden beim 


|. Dioxyaceton-2, 4-di-nitrophenylhydrazon: 70 cem, 
Ll. Glycerinaldehyd-2, 4-di-nitrophenylhydrazon: 90 ccm. 
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Untersuchungen in der 3-Kohlenstoffreihe. 25 


In dem von Nitrobenzol getrennten Destillat I. fand ich 0.1175 g, im 
Destillat Il. 0,0835g¢ Methylglyoxal (statt der berechneten 0,2667 g). 
Die Ausbeuten an freiem Ketonaldehyd betrugen also 44°. bzw. 31°. der 
Theorie. 

Das im Kolbenriickstand verbliebene Material war in beiden Fallen 
hauptsachlich Meth ylglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylh ydrazon, 

Substanz aus dem Dioxyaceton-h ydrazon: 0,64 g. 

Nach dem Umbkristallisieren aus Pyridin Kisessig: F. 295° (korr.), 
nach nochmaligem Umikristallisieren aus Nitrobenzol: F. 299° (korr.). 
Mischschmelzpunkt mit Methylglyoxal-bis-2, 4-dinitro-phenylhydrazon 300° 
(korr.); Mischschmelzpunkt mit 2, 4-Di-nitro-glycerosazon unscharf bei 
bei 270 bis 272°. 

Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon schmilzt bei 298 bis 
300°, 2, 4-Di-nitro-glycerosazon bei 275 bis 277° (korr.). 

Substanz aus dem Glycerinaldehyd-hydrazon: 0,69 g. 

Sie wurde aus Pyridin -+- Eisessig umkristallisiert. F. 298° (korr.); 
nochmals aus Nitrobenzol umkristallisiert: F. 300° (korr.).Mischschmelz- 
punkt mit Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 300° (korr.); 
Mischschmelzpunkt mit 2, 4-Di-nitro-glycerosazon unschart bei 272 bis 273°. 

Methylglyoxal-Natriumbisu/fit. | 

Kine wahre Bisulfitverbindung des Methylglyoxals ist bislang 
nicht bekannt; beschrieben wurde lediglich das Additionsprodukt von 
Natriumbisulfit an Isonitrosoaceton, dem nach H.v. Pechmann' die 
Zusammensetzung CH,-- C(QH)(SO,Na)- CH(SO,Na) . NH(SO,Na), 
nach (. Gastaldi? die Konstitution CH,- CO CH(NH.S0O,Na)(O 
.SQ,Na) zukommt. Diese Substanz ist versehentlich als das normale 
Derivat des Ketonaldehyds angesehen, was nach bemerkenswerten 
Feststellungen von EF. Simon*® verhangnisvolle Irrtiimer bei Unter- 
suchungen zur Folge hatte, die diesen Umstand auBer acht lieBen. 

Das Natriumsalz des richtigen Methylglvoxal-bisulfits kann man 
folgendermaBen gewinnen. 

144g wasserfreies Methylglyoxal werden in 3ccm_ Eiswasser 

gelést; dazu wird eine frisch aus Soda und schwefliger Saure bereitete 
Lésung von 4,15 g NaHSO, in 12 ccm H,O unter Kihlung gefiigt. 
Durch Fallung mit der 20fachen Menge absoluten Alkohols erhalt man 
die Additionsverbindung als weiBes Pulver. Man setzt 10° des Fliissig- 
keitsvolumens an Ather hinzu und bewahrt das Gemenge einige Stunden 
in gut schlieBender Glasstépselflasche auf. Die Substanz wird dabei 
gréber und leichter absaugbar. Ausbeute fast quantitativ. 

Der Kérper wurde nach Waschen mit Alkohol und wasserfreiem 

Ather in einen Exsikkator tibergefiihrt und getrocknet. 


1 H.v. Pechmann, B. 20, 2541, 1887. 
2 ©. Gastaldi. Chem. Centralbl. 1921, IIT, 653. 
3 BE. Simon, Centralbl. f. Bakt., 11. Abt., 85, 269, 1932. 


to 
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Das Material, das mikrokristallinisch ist, hat die Zusammen- 
setzung CH,.CO.COH + 2 NaHSO,. 


0.1260 g Substanz gaben 0,2108 g BaSO, (| 0.0289 g S). 
0,1684 g Substanz lieferten! 0.2559 ¢ Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro- 

phenylhydrazon (= 0,0433 g Methylglyoxal). 
C,;H,O,.2 NaHSO,. Ber.: 5S 22.91°,,; Methylglyoxal 25, 
(280) gef.: S 22,.98°,; Methylglyoxal 2 


) 


~1 +1 


oo, 

Bei schneller und sorgfaltiger Ausfiihrung der Prozeduren enthalt 
das Methylglyoxal-Natriumbisulfit nicht mehr als Spuren von Sulfat, 
aber keine Brenztraubensaure, die nach C. Newberg und M. Kobel* 
daraus bei neutraler Reaktion, hauptsachlich in Gegenwart von Phosphat, 
durch Autoxydation hervorgehen kann. 

Die Substanz lést sich leicht in Wasser mit schwach saurer Reaktion. 
Wird ihre siedende Lésung mit einem kleinen Cberschu8 von Fehling scher 
Mischung (bis zur gerade alkalischen Reaktion) versetzt, so erfolgt 
Reduktion; aus iiberschiissiger Ostscher Lésung wird in der Kalte 
und Wiairme Kupferoxydul ausgeschieden. 


1 Bestimmt nach FE. Simon u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 2382, 479, 
193). 
2 CU. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 252, 215, 1932. 
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Uber ein einfaches Verfahren der Gewinnung yon Zuckern 
aus ihren Hydrazonen. 


Von 
Herbert Collatz und Irene Stephanie Neuberg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1952.) 


Fir die Jsolierung von Zuckern aus unreinen Lésungen ist ihre 
Abscheidung als Hydrazone oft der einzig gangbare Weg. Viele Kohlen- 
hydrate hat man in kristallisiertem Zustand tiherhaupt erst iiber die 
Hydrazone darzustellen vermocht. Somit bildet die Regenerierung der 
Zucker aus den Hydrazinverbindungen eine wichtige Aufgabe. 

Fiir ihre Durchfiihrung sind bisher zwei Methoden in Gebrauch. 


a) Das erste Vorgehen besteht in der Zersetzung der Hydrazone mittels 
rauchender Salzsaure, die Emil Fischer und J. Hirschberger' z. B. aur 
Bereitung von Mannose benutzt haben; sie liefert diese Hexose allerdings 
nur als amorphe Substanz und ist naturgemaB bloB in Ausnahmefallen 
anwendbar. Eine Abart davon ist die Hydrolyse der Semicarbazone? und 
Thiosemicarbazone*® mit Hilfe von Phthalséureanhydrid. 

b) Das zweite Verfahren riihrt von A. Herzfeld* her. Es beruht auf 
der Zerlegung der Zuckerhydrazone durch Benzaldehyd. Die Affinitat des 
Hydrazin-anteils zu dem einfachen Aldehyd ist gréBer, so das beim Er- 
wairmen einer wasserigen Emulsion von Hydrazon und Benzaldehyd Aus- 
tausch der Carbonyl-verbindungen erfolgt, wobei das Kohlenhydrat in 
Freiheit gesetzt wird. Das Herzfeldsche Verfahren ist von O. Ruff und 
G. Ollendorff® dahin abgeandert worden, daB an Stelle des Bittermandeléls 
Formaldehyd demselben Zweck dient. Dabei macht sich st6rend der 
Umstand geltend, daB der kaufliche Formaldehyd Verunreinigungen enthilt 
und daB er beim Abdampfen aus der resultierenden Zuckerl6sung zu einem 
teilweise schwer entfernbaren Gemisch von Polymeren kondensiert wird. 


! BE. Fischer u. J. Hirschberger, B. 21, 1806, 1888; 22, 366 u. 3219, 1889. 
2 F. Tiemann u. R. Schmidt, B. 33, 3721. 1900. 

3 C. Neuberg uu. W. Neimann, B. 85, 2051, 1902. 

1 4. Herzfeld, B. 28, 442. 1895; vel. auch EF. Fischer, Ann. 288, 145, 1895. 
5 O. Ruff u. G. Ollendorii, B. 32. 3234, 1899. 
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Eine weitere Modifikation haben £. Vetocek und F Valentin’ angegeben, 
die statt des Benzaldehyds den p-Nitrobenzaldehyd herangezogen haben. 


Allen den vorgeschriebenen Reagenzien haften zwei Nachteile an: 


a) Die Zuckerhydrazone von geringer Léslichkeit das ist fiir ihre 
Gewinnung die maBbgebende Eigenschaft werden nicht klar auf 


gelést; b) die Reagenzien sind zum Teil nur auf umstindliche Art wieder 
zu beseitigen. 

Ein ideales Mittel zur Zerlegung der Zuckerhydrazone muBte ein 
einfacher und sich restlos verfliichtigender Aldehyd sein, der gleichzeitig 
als vollkommenes Solvens wie als spaltendes Agens wirkt. Diesen An- 
forderungen entspricht in hervorragender Weise der <Acetaldehyd. 
Er bewahrte sich als ein spaltendes Reagens von hohem Wert. 

Die Benutzung des Acetaldehyds? wird im folgenden an einigen 
typischen Beispielen erliutert. Die Beschreibung lehrt, da man bei 
dieser Behandlung selbst die empfindlichen Zucker mit zwei und drei 
Kohlenstoffatomen im Molekiil mit iiberraschender Leichtigkeit sofort 
kristallisiert erhalt. Nach den bisherigen Erfahrungen scheint die Natur 
des Hydrazin-restes nicht von Belang zu sein. Die Phenylhydrazone, 
Di-phenylhydrazone und Di-nitrophenylhydrazone werden  gleicher- 
maBen von Acetaldehyd zerlegt. Nebenbei sei bemerkt, daB so auch 
Carbonylsaiuren, wie die nicht sehr widerstandsfahigen Uronsiuren, aus 
ihren Hydrazonen in praktisch quantitativer Ausbeute freigemacht 
werden kénnen, beispielsweise d-Galakturonséiure aus ihrem schon 
kristallisierenden 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon vom Schmelzpunkt 152°. 

Ob dieses Vorgehen sich auch zur vorteilhaften Gewinnung von 
Osonen aus den Osazonen eignet, ist noch zu priifen. Das Verfahren 
ist wohlfeil. Acetaldehyd ist heute sehr billig im Handel; der Uberschub 
kann nach der Einwirkung abdestilliert und gesammelt werden, was 
sich jedoch kaum verlohnt. Wenn aber kostbare Hydrazine benutzt 
sind, lassen sich diese durch Saure-spaltung aus dem durch doppelte 
Umsetzung erzeugten Acetaldehydhydrazon praktisch  vollstandig 
zuriickgewinnen. 

Mit anderen einfachen Carbonylverbindungen, wie Furfurol und 
Aceton, haben wir gleichfalls Versuche zur Gewinnung der Triosen aus 
ihren 2, 4-Di-nitrophenylhydrazonen ausgefihrt. Obgleich auch diese 
beiden Reagenzien — letzteres beliebig, ersteres zu etwa 10°, -— in 
Wasser léslich sind, erwies sich doch der Acetaldehyd als ihnen tiber- 
legen. Gut gelang nur die Spaltung des Dioxyaceton-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazons mit Furfurol, in allen iibrigen Fallen lieB das Ergebnis 
zu wiinschen iibrig. 


1 EB. Votocek u. F. Valentin, Collect. des trav. chim. de Tchécoslovaquie 
3. 436, 1931. 
2 Vgl. hierzu unser D. R. P. Nr. 557564. 
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Gewinnung von Zuckern aus ihren Hydrazonen. 29 


1. Glykolaldehyd. 
Glykolaldeh yd-2, 4-di-nitrophen ylh ydrazon. 

3g Dioxymaleinsiure' wurden mit 10cem H,O im Wasserbad 

30 Minuten auf 65° zwecks Abspaltung yon CO, erwirmt®. Die Fliissig- 
keit wurde in Eis gekiihlt und mit einer eiskalten Lésung von 4 g 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin in 240 cem 2n HCl gefallt. Nach halbstiindigem 
Aufbewahren bei 0° wurde das Hydrazon, das eigelbe Farbe besitzen 
mu, abgesaugt, mit verdiinnter Salzsiure, dann mit Wasser gewaschen 
und im Vakuumexsikkator tiber Phosphorpentoxyd und Kalium- 
r 41% der Theorie. 

Nach mehrfacher Umkristallisation aus 50° ,igem Methylalkohol 
unter Zusatz von etwas Tierkohle verfliissigte sich die Substanz bei 
150 bis 151° (korr.); sie lieB sich jedoch durch Aufnehmen in warmem 
Essigester und Zusatz von Petrolither bis zur beginnenden Kristalli- 


hydroxyd getrocknet. Erhalten wurden 2g := 


sation noch weiter reinigen und besaB dann den unveranderlichen 
Schmelzpunkt 155 bis 156° (korr.). 

Zur Analyse wurde die Verbindung im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. 


3,830 mg Substanz: 5,610 mg CO, und 1,120 mg H,0O. 


2,459 ,, 94 0.5062 cem N, (760 mm, 24°, 50°, KOH). 
C,H,O,N,. Ber.: C = 39,98%, H = 336%, N = 23,34 
(240,1) = gef.: C = 39,95%, H = 3.27%. N = 23.66%,, 


Das Glykolaldehyd-2, 4 di-nitrophenylhydrazon, das — unseres 
Wissens bisher unbekannt gewesen ist, bildet feine gelbe Nadeln. Es 
lést sich in alkoholischer Kalilauge mit braunlich-rotem Farbton. 


Glykolaldehyd aus Athylenglykol. 

Die Oxydation des Glykols wurde in Anlehnung an die keine 
nihere Vorschrift enthaltende Notiz von H. J. H. Fentonund H. Jackson® 
ausgefiihrt. 

Kine Lésung von 20 g FeSO, in 200 com Wasser wurde mit 24,8 g 
Athylenglykol vermischt und im Verlauf von etwa 2 Stunden mit 
250 cem Wasserstotfsuperoxydlésung (13,6 g H,O, enthaltend) in kleinen 
Anteilen versetzt. Das Gemisch erwirmte sich bald. Die Zugabe des 
Oxydationsmittels wurde so geregelt, daB die 'Temperatur ohne be- 
sondere Kiihlung nicht iiber 40° stieg. Nachdem alles Wasserstoff- 


1 C. Neuberg u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 112. 1915. Die von 
diesen Autoren empfohlene Verwendung starken H ydroperoxyds zwecks 
Gewinnung der Saéure haben auch H.0O. L. Fischer u. L. Feldmann (B. 62. 
854, 1929) als zweckmaBig erkannt. 

2 H.J.H. Fenton u. H. Jackson, J. Chem. Soc. London 75, 575, 1899: 
J.K. Parnas u. J. Baer, diese Zeitschr. 41, 412, 1912. 


3 J. Chem. Soc. London 75, 2 u. 575, 1899. 
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superoxyd hinzugefiigt war, wurde die Mischung noch 2 Stunden sich 
selbst iiberlassen, dann in Eiswasser gekiihlt, mit BaCO, bis zum Auf- 
héren der CO,-Entwicklung geschiittelt und tiber Kieselgur abgesaugt. 
Das farblose Filtrat wurde mit 13g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 
780 ccm 2 n HCl wie oben gefallt, abgesaugt, gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute: 15,2 g = 15,8% der Theorie. 

Die vollstindige Reinigung dieses Hydrazons léBt sich durch 
mehrfaches Umkristallisieren -- anfangs aus 50°%,igem Methanol, 
zum SchluB aus Essigester und Petrolather —- bewirken: sie ist mit Zeit- 
verlust und MaterialeinbuBe verbunden. Ein derartiger Reinheitsgrad 
ist aber fiir die erfolgreiche Spaltung des Hydrazons gar nicht not- 
wendig; das gleiche gilt fiir die Darstellung des Glycerinaldehyds und 
Dioxyacetons (s. 8. 32 u. 34). Ein- bis zweimaliges Umkristallisieren 
mit etwas Tierkohle geniigt, um die Hauptmenge an Verunreinigungen 
zu entfernen: die dann noch verbleibenden Spuren von Fremdk6rpern 
beeinflussen zwar immer noch den Schmelzpunkt des Hydrazons, 
stéren aber seine weitere Verarbeitung nicht; sie haben lediglich eine 
geringfiigige Verschlechterung der Ausbeute an kristallisiertem Zucker 
zur Folge. 

8g Glykolaldehyd-2, 4-di-nitrophenylhydrazon, das den F. 146° 
besaB, wurden in einer 500 cem fassenden Mineralwasserflasche mit 
PatentverschluB mit 400 cem 50°,igem Acetaldehyd 2'), Stunden im 
Wasserbad auf 80° erhitzt. 


ZweckmaBig geht man hier wie auch bei den weiter unten an- 
gefiihrten Versuchen so vor, daB man das Hydrazon zuerst in eis- 


kaltem reinem Acetaldehyd lést und dann erst unter guter Kiihlung die 
Fliissigkeit mit der gleichen Menge eiskalten Wassers versetzt. Dabei 
bleibt die Substanz dann zum gr6Bten Teil in Lésung!. Um einer Alkali- 
abgabe seitens des GlasgefaBes zu begegnen, gibt man vorsichtshalber 
einen Tropfen ganz verdiinnter Essigsiure zu dem Gemisch. In den 
Hals der Flasche wird zunaichst ein Korkstopfen eingefiihrt, um eine 
Beriihrung der Fliissigkeit mit dem Kautschukring des Verschlusses 
zu vermeiden. Das GefiB wird in ein Tuch gehiillt und verschniirt, 
sodann in das kalte Wasserbad gebracht, das darauf vorsichtig an- 
geheizt wird. 

Nach vélligem Erkalten wurde die Flasche herausgenommen, in 
Eiswasser gekiihlt und geéffnet. Es resultierte eine hellgelbe Fliissigkeit : 
sie war von langen goldgelben Nadeln des Acetaldehyd-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazons erfiillt, die ein ganz anderes Aussehen als das Ausgangs- 
material hatten. Diese wurden abgesaugt und mit Wasser gewaschen: 


! Proben in kleinen Einschmelzréhrehen zeigten, daB in der Warme 
eine klare Lésung vorliegt. 
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das Filtrat wurde zur Entfernung des Acetaldehyds im Vakuum, zuerst 
bei gewohnlicher Temperatur, dann bei 35°, auf etwa ein Drittel seines 
Volumens eingeengt. Dabei fiel noch eine ganz kleine Menge Hydrazon 
aus. Die abermals filtrierte Fliissigkeit wurde durch dreimaliges Aus- 
schiitteln mit Essigester von gelostem Hydrazon befreit, wenn ndétig, 
durch Schiitteln mit einer Spur Tierkohle entfairbt und erst im Vakuum 
bei 30 bis 35°, dann in einer Glasschale im Vakuumexsikkator iiber 
H,SO, zum Sirup eingeengt. Beim Verreiben kristallisierte der Glykol- 
aldehyd rasch und ohne Animpfung. Erhalten wurden 1,26 g, das sind 
63 %, 


Kin analoger, mit 1g reinem Glykolaldehyd-2, 4-di-nitrophenyl- 


der Theorie. 


hydrazon angestellter Versuch ergab 0,17 g = 68%, der theoretisch 
moglichen Menge!. 

Der Schmelzpunkt des 2-Kohlenstoffzuckers lag nach dem Um- 
kristallisieren aus Aceton im ersten Falle, in Ubereinstimmung mit den 
Befunden der alteren Literatur”, bei 95 bis 97° (korr.), beim zweiten 
Ansatz dagegen bei 76° (korr.), entsprechend der Angabe von H. 0. L. 
Fischer und L. Feldmann (a. a. O.). 

Zur weiteren Identifizierung wurde von der héher schmelzenden 
Substanz das Phenylosazon® und daraus sein bei 156° (korr.) unter 
Aufschaumen sich verfliissigendes Chlorhydrat* hergestellt. 

0.0388 ¢ des letzteren wurden mit etwa 20 cem Wasser versetzt und 
die abgespaltene Salzséure mit n/l00 NaOH titriert (Indikator: Phenol- 
phthalein). Verbraucht wurden 14,40 com NaOu. 

CyHyN,. HCL. Ber.: Cl = 12,92°); 
(274.6) gef.: (1 = 13,16° 


Aus dem bei 76° schmelzenden Glykolaldehyd wurde das charak- 
teristische p-Nitrophenylosazon® bereitet, das, schnell erhitzt, bei 290° 
sinterte und bei 310° geschmolzen war. 

DaB nur zwei Drittel der theoretischen Ausbeute an kristallisiertem 
Glvkolaldehyd erreicht wurden, erklart sich zum Teil auch durch die 
Fliichtigkeit dieser Substanz mit Wasserdampf. 

Die Spaltung mit Acetaldehyd verlauft angenihert quantitativ; 
das ergibt sich aus der Menge des abgeschiedenen Acetaldehyd-di- 
nitrophenylhydrazons, die im groBen Ansatz 7,32 g ausmachte, anstatt, 
wie berechnet, 7,47 g. Der Schmelzpunkt dieser Substanz lag bei 
162 bis 164° (korr.), nach einmaligem Umkristallisieren aus Methyl- 


1 


Die Ausbeute durch Variation der Bedingungen zu verbessern, ist 
nicht versucht worden. 

2 H.J.H. Fenton u. H. Jackson, a. a. O. 

3 KE. Fischer, B. VG. 575, 1884. 

4M. Pickel, A. 282, 231, 1886. 

5 4. Wohl u. C. Neuberg, B. 338, 3107, 1900. 
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alkohol bei 165° (korr.). Der Mischschmelzpunkt mit aus Acetaldehyd 
hergestelltem Hydrazon war unverandert. 


3,208 mg Substanz: 0,695 cem N, (761 mm, 24°, 50°, KOH). 
C,H,O,N,. Ber.: N = 25,01%; 
224,1) gef.: N 24,93 °). 


Durch Erhitzen mit verdiinnten Mineralsiuren wird Acetaldehyd- 
2, 4-di-niteophenylhydrazon vollstaéndig in seine Komponenten zerlegt. 

1 g Hydrazon sott mit 50 cem 30° ,iger HgSO, !/, Stunde unter RiickfluB ; 
darauf wurde etwa die Halfte der Fliissigkeit abdestilliert. Das Destillat 
besaB starken Geruch nach Acetaldehyd und gab alle typischen Reaktionen 
desselben. 

lg Acetaldehyd-di-nitrophenylhydrazon wurde mit 50cem 2n HCl 
1'/, Stunden unter RiickfluS gekocht. Die Substanz ging langsam in Lésung, 
und bald machte sich kraftiger Acetaldehydgeruch bemerkbar. Alsdann 
wurde der Aldehyd abdestilliert. Aus dem Riickstand schied sich beim 
Abkiihlen in Eis und Schiitteln das Chlorhydrat des Hydrazins rasch als 
Brei feiner hellgelber Nadeln in einer Menge von 0,95 g aus. Diese wurden 
abgesaugt und mit Wasser und etwas Soda in die freie Hydrazinbase iiber- 
gefiihrt, die abgesaugt und mit Wasser gewaschen wurde. Die Ausbeute 
betrug 0,74 ¢ = 84°’,, der Theorie. Nach dem Umkristallisieren aus Alkoho! 
schmolz das 2, 4-Dinitrophenylhydrazin bei 198° (korr.). 


2. Glycerinaldehyd. 

a) Glycerin wurde mit Wasserstoffsuperoryd in Gegenwart von 
Ferrosulfat oxydiert nach der Vorschrift von E. J. Witzemann' in der 
von C. Neuberg und E. Hofmann? angegebenen Weise. Uber Nacht 
wurde das Reaktionsgemisch im Eisschrank aufbewahrt, alsdann mit 
BaCO, neutralisiert, rasch tiber Kieselgur abgesaugt und mit 46¢ 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 2760 com 2n HCl gefallt. Aus 50¢ 
Glycerin wurden so 53,6 g des friiher beschriebenen* Glycerinaldehyd- 
2, 4-di-nitrophenylhydrazons gewonnen, entsprechend einer Ausbeute 
von 36,5°, der theoretischen Menge. Das zunaichst noch dunkle Roh- 
produkt wurde zweimal unter Beigabe von etwas Tierkohle aus etwa 
100 Teilen 50°,igem Methylalkohol umkristallisiert. Es verfliissigte 
sich bei 150° (korr.), wahrend die reine Substanz einen Schmelzpunkt 
vor 167° (korr.) aufweist. Fiir den vorliegenden Zweck geniigte jedoch 
dieser Reinheitsgrad (vgl. S. 30). 


DaB es sich tatsichlich um das Derivat des Glycerinaldehyds 
handelt, wurde durch Mischschmelzpunkt mit reinem Material bewiesen, 
der unverandert war. Der Mischschmelzpunkt mit reinem Dioxyaceton- 


1 E. J. Witzemann, Amer. Chem. Soc. 36, 2223, 1914. 
2 ©. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 224, 491, 1930. 
3 ©. Neuberg u. H. Collatz, ebenda 223, 494, 1930. 
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di-nitrophenylhydrazon lag dagegen bei 130 bis 135° (Newberg und 
Collatz, a. a. O.). 

9g Glycerinaldehyd-2, 4-di-nitrophenylhydrazon wurden in einer 
500 ccm fassenden Mineralwasserflasche mit 180 ccm Acetaldehyd 
iibergossen und nach Zugabe von 180 ccm H,O 2!,, Stunden im Wasser- 
bad auf 80° erwarmt. Nach dem Erkalten hatten sich reichliche Mengen 
Acetaldehyd-di-nitrophenylhydrazon abgeschieden. Die Aufarbeitung 
geschah genau so, wie beim Glykolaldehyd angegeben ist. Beim Impfen 
kristallisierte der Sirup innerhalb einiger Stunden. Der Ertrag belief 
sich auf 2,42 g = 80,7°%, der Theorie. 

Aus 4 bis 5 Teilen 40 °,igem Methylalkohol umkristallisiert, schmolz 
der Glycerinaldehyd bei 139° (korr.). Benutzt man zur Spaltung ganz 
reines Hydrazon, so ist die Ausbeute praktisch quantitativ. 
~  B) Durch Oxydation von Glycerin mit Salpetersiiure kann man 
gleichfalls, allerdings mit sehr viel schlechterer Ausbeute, zum Glycerin- 
aldehyd-di-nitrophenylhydrazon gelangen. 

50 g Glycerin wurden nach den Angaben von E. Fischer und 

J. Tafel' oxydiert ; nach Beendigung der Reaktion wurde die Fliissigkeit 
in Eis abgekihlt, zur Zerstérung von salpetriger Séure mit Harnstoff 
behandelt, mit BaCO, neutralisiert und mit salzs. 2, 4-Di- nitrophenyl- 
hydrazin gefallt. Auf diese Weise wurden 10,2 g eines ziemlich unreinen 
Hydrazons erhalten (Ausbeute 7°), das nach dem Umkristallisieren aus 
50°%,igem Methylalkohol bei 154 bis 155° (korr.) schmolz. Die Er- 
mittlung der Mischschmelzpunkte mit den reinen Di-nitrophenyl- 
hydrazonen vom Glycerinaldehyd bzw. Dioxyaceton ergab einwand- 
frei das Vorliegen der Aldotriose?. 

Spaltung von 1,4g dieses Hydrazons mit 56 ccm 5) °%,igem Acet- 
aldehyd in einer zugeschmolzenen Ampulle. Ausbeute an kristalli- 
siertem Glycerinaldehyd 0,4 g == 85°, der Theorie. Schmelzpunkt des 
Glycerinaldehyds nach dem Umkristallisieren aus 40 °%,igem. Methanol 
138° (korr.). 


' B. 20, 1089, 1887. 

2 Bei sehr vielen Operationen gehen aus Glycerin Triosen hervor. 
Die Entscheidung, ob Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton vorhanden ist, 
kann auf Grund des Verhaltens der 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone herbe'- 
gefiihrt werden. Diese, soweit wir sehen, bisher einzigen schwerléslichen 
Hydrazone beider 3-Kohlenstoffzucker lassen sich leicht gewinnen. thre 
Schmelzpunkte liegen, wie bei vielen isomeren Zuckerhydrazonen, zwar 
nahe beieinander (Aldose-Verbindung F. 167°, Ketose-hydrazon F. 164°), 
aber der Mischschmelzpunkt ist um 20 bis 25° niedriger. Man _ hat 
also das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon aus der Glycerose zu bereiten, zu 
reinigen und mit einem Test des Hydrazons von jedem der beiden Iso- 
meren hinsichtlich des Schmelzpunktsverlaufs zu_priifen. Uber einige 
Ergebnisse siehe im Text. 
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3. Dioxyaceton. 


50 g Glycerin wurden nach Fischer und Tafel! mit Brom und Soda 
oxydiert. Die in diesem alkalischen Medium resultierende Fliissigkeit 
wurde unter starker Fiskihlung mit konz. HCl vorsichtig angesauert 
und ebenfalls unter Kiihlung durch Einleiten von SO, gerade entfarbt. 
Dann wurde sofort, um Bildung von Methylglyoxal bei der herrschenden 
sauren Reaktion zu vermeiden, mit der Lésung von 12g Di-nitro- 
phenylhydrazin in 720 cem 2n HCl das Dioxyaceton als 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazon? gefallt, nach halbstiindigem Stehenlassen in Eis 
abgesaugt, gewaschen und getrocknet. Erhalten wurden 12,7 g = 8,7 %, 
der Theorie. 

Die aus 50° igem Methylalkohol unter Zusatz von Tierkohle 
umkristallisierte Substanz schmolz bei 154 bis 155° (korr.), gegeniiber 
einem Schmelzpunkt des reinen Hydrazons von 163 bis 164° (korr.). 
Der Mischschmelzpunkt mit reinem Dioxyacetonhydrazon blieb un- 
verindert, mit Glycerinaldehyd-di-nitrophenylhydrazon erfolgte De- 
pression um 20°. 

Das Hydrazon wurde auch in diesem Falle ohne weitere Reinigung 
der Spaltung unterworfen. 

9g desselben wurden in einer Druckflasche in 360 cem 50 °%igem 
Acetaldehyd gelést, worauf das Gemisch im Wasserbad 2 Stunden bei 
80° belassen wurde. Die weitere Behandlung geschah wie bei den anderen 
Hydrazonen. Die Triose kristallisierte beim Animpfen und Verreiben 
des Sirups rasch. Die Ausbeute belief sich auf 2,53 g; das sind 84,3°, 
der theoretischen Menge. Sie wurde bei Verwendung von ganz reinem 
Ausgangsmaterial nahezu quantitativ. Nach dem Umbkristallisieren 
aus siedendem Aceton schmolz das Dioxyaceton bei 67 bis 70° (korr.). 

Wie leicht die Bildung von Methylglyoxal aus den Triosen bei 
Gegenwart von Mineralsiuren eintritt, ergibt sich aus folgendem. 
In einer friiheren Mitteilung® ist das 2, 4-Di-nitrophenylglycerosazon 
beschrieben worden. Es hat sich nun im Verlauf der vorliegenden 
Untersuchungen gezeigt, daB dem Osazon, selbst wenn es bei wenig 
erhéhter Temperatur (3 Tage bei 37°) hergestellt ist, eine kleine 
Quantitat Meth ylglvoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon beigemengt ist, 
die darch Umkristallisieren nicht entfernt werden kann und sica bei 
den Analysen nicht verrit. Ein sauberes Produkt wurde auf folgende 
Weise erhalten: 

0,9 gieines Dioxyaceton in wenig Wasser wurden mit einer erkalteten 
Lésung von 6,5g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 780 cem 2n HCl 


1 KB. Fischer u. J. Tafel, B. 20, 3385, 1887. 
2 ©. Neuherg u. H. Collatz, a. a. O. 
3 OC. Neuberg u. H. Collatz, a.a. O. 
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versetzt. In dieser Verdiinnung fiel kein Hvdrazon aus: das Gemisch 
triibte sich lediglich etwas, und nach einigen Stunden begann die Ab- 
scheidung eines roten Niederschlages. Nach dreitigiger Aufbewahrung 
bei Zimmertemperatur (18 bis 20°) wurde abgesaugt, erst mit verdiinnter 
Salzsiure, dann mit Wasser gewaschen, und im Vakuum-exsikkator 
iiber Phosphorpentoxyd und Atznatron getrocknet. Erhalten wurden 
4,26 g Osazon = 95%, der Theorie. Durch Lésen in siedendem Pyridin 
und Zusatz von heiBem Eisessig bis zur beginnenden Kristallisation 
wurde die Substanz gereinigt und schmolz nunmehr bei 275 bis 277° 
(korr.) unter Zersetzung (10° héher, als friiher gefunden ist). 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 56° getrocknet. 

4.145 mg Substanz: 6,123 mg CO, und 1,116 mg H,O. 


3,385 .,, a 0,7338 com N, (764mm, 24°, 50° , KOH). 
C,3;H3,0,N,. Ber.: C 40,16° . H 2,70 on | 25.01 ° 
(448.2) gef.: C 40,29°,,, H 3,01%, N 25.05 


Das 2, 4-Di-nitrophenylglycerosazon bildet feine, rote Nadeln; 
in alkoholische Kalilauge geht es mit tief blauvioletter Farbe iiber. 


4. I-Arabinose. / 
l-Arabinose-diphenylhydrazon wurde nach C. Newberg! bereitet 
und aus viel 50- bis 60° igem Alkohol umkristallisiert. Es schmolz 
bei etwa 208° unter Zersetzung: der Schmelzpunkt war in hohem Mabe 
von der Geschwindigkeit des Erhitzens abhangig. 

5g Arabinose-diphenylhydrazon wurden durch dreistiindiges Er- 
wirmen mit 350 cem 50° igem Acetaldehyd auf 80° gespalten. Es 
resultierte eine fast farblose Lésung, die das Acetaldehyd-diphenyl- 
hydrazon als gelbliches Ol enthielt. Dieselbe wurde zur Entfernung des 
Acetaldehyds im Vakuum bei 35° stark eingeengt, das Acetaldehyd- 
hydrazon durch dreimaliges Ausschiitteln mit Essigester beseitigt und 
die wasserige Schicht erst unter vermindertem Druck eingeengt, dann 
im Vakuumexsikkator tiber konz. H,SO, zum Sirup konzentriert, der 
beim Impfen sofort kristallisierte. Erhalten wurden 2,24 g |-Arabinose ; 
das kommt einer Ausbeute von 94,5°, der Theorie gleich. 

Die aus 90° ,igem Alkohol umkristallisierte Pentose besaf einen 
Schmelzpunkt von 159° (korr.), ihre wasserige Losung wies Mutarotation 
auf und zeigte als Endwert der Drehung [«|]); +. 105,3° (x 10,549, 
t=ie 10,01). 

5. d-Mannose. 

%g d-Mannose-phenylhydrazon? wurden im geschlossenen Gefib 

mit 360 cem 50 °%,igem Acetaldehyd 2 Stunden auf 80° erhitzt. Nach dem 


1 ©, Neuberg, B. 38, 2253, 1900. 
2 BE. Fischer u. J. Hirschberger, a. a. O. 
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Erkalten wurde eine briunliche, fast klare Lésung erhalten, in der 
Oltropfen des gebildeten Acetaldehyd-phenylhydrazons schwammen. 
Der Acetaldehyd wurde durch Verjagen im Vakuum, das 0! durch Aus- 
schiitteln mit Essigester beseitigt. Die Fliissigkeit wurde nach dem 
Behandeln mit Tierkohle im Vakuum zum Sirup gebracht, der beim 
Impfen langsam erstarrte, wie es fiir die aus wiasseriger Losung sich ab- 
scheidende Mannose charakteristisch ist. Ausbeute 5.45 g¢ = 90.8%, 
der Theorie. 

Nach dem Umkristallisieren aus Eisessig schmolz die Mannose 
bei 132° (korr.). Die Bestimmung der optischen Aktivitat ergab nach 


Abklingen der Mutarotation [x]j} = + 14,65° (« = + 0,88°, 1 = 2, 
c = 3,004); in der Literatur! wird als Endwert der spezifischen Drehung 
(fiir die 3°,ige wiasserige Lésung) + 14,6° verzeichnet. 


6. Gewinnung der Triosen mittels Furfurol, 
a) Dioxryaceton. 

lg Dioxyaceton-2, 4-di-nitrophenylhydrazon wurde in 20 ccm 
frisch destilliertem Furfurol in der Kalte gelést; dazu kamen 10 ccm 
Wasser sowie 10 cem absoluter Alkohol. Das klare dunkelgelbe Gemisch 
wurde !/, Stunde unter RiickfluB gekocht. Beim Abkiihlen fiel ein 
brauner Niederschlag von Furfurol-2, 4-di-nitrophenylhydrazon aus, 
der abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen wurde. Im Filtrat schied 
sich infolge der Verdiinnung durch das Waschwasser das tiberschiissige 
Furfurol aus. Dieses wurde im Scheidetrichter abgetrennt und der 
geléste Rest durch zweimalige Extraktion mit Essigester entfernt. 
Die wasserige Schicht, die immer noch mit Anilinacetat nachweisbare 
Spuren Furfurols enthielt, wurde im Vakuum zum Sirup eingedampft: 
beim Impfen und Verreiben kristallisierte er rasch. Erhalten wurden 
0,27 g von reiner Ketotriose (81° der Theorie). 


Die Menge des abgeschiedenen  Furfurol-2, 4-di-nitrophenyl- 
hydrazons betrug 0,96 g, statt, wie berechnet, 1,02 g. Es wurde zur 
Entfernung von Ausgangsmaterial mit kaltem Alkohol angeriihrt, 
abgesaugt und mit Alkohol gewaschen; es schmolz dann unscharf 
von 185° an und lieferte, aus Eisessig nach £. Simon? umkristallisiert, 
dunkelrote Plattchen vom F. 222° (korr.). 


Ein ahnlicher Versuch, der ohne Alkoholzusatz nur mit Furfurol 
-+ 10% Wasser, also bei héherer Kochtemperatur, angestellt war, 
ergab eine Ausbeute von 54% an kristallisiertem Dioxyaceton. 


1 C.S. Hudson u. E. Yanovsky, Amer. Chem. Soc. 39, 1022, 1917. 
2 E. Simon, diese Zeitschr. 247, 171, 1932. 
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j) Glycerinaldeh yd. 
lg Glycerinaldehyd-2, 4-di-nitrophenylhydrazon wurde in 20 cem 
Furfurol unter Anwirmen gelést und nach Zugabe von 10 ccm Wasser 
und 10 ccm absolutem Alkohol 1’), Stunden am RiickfluBkiihler ge- 
kocht; erst dann trat eine Fallung des Furfurolhydrazons auf. Die Auf- 
arbeitung geschah wie zuvor. Der Sirup kristallisierte auch beim Impfen 
nur langsam; Ausbeute 0,16 g¢ = 48°, der Theorie. 


7. Gewinnung von Dioxyaceton mittels Aceton. 


Die Lésung von 1 g Dioxyaceton-2, 4-di-nitrophenylhydrazon in 
25ecem Aceton wurde mit 25ccm Wasser versetzt; dabei blieb das 
Hydrazon fast vollstindig in Lésung. Das Gemisch wurde im ge- 
schlossenen GefaB (Ampuile) 2 Stunden auf 95° erwirmt. Nach dem 
Erkalten hatten sich aus der hellgelben Fliissigkeit lange gelbe Nadeln 
von <Aceton-2, 4-di-nitrophenylhydrazon abgeschieden, die abfiltriert 
und mit Wasser gewaschen wurden. Ihre Menge betrug 0,76 ¢ (ber. 
0.88 g), ihr Schmelzpunkt lag bei 124 bis 126° (korr.), nach dem 
Umkristallisieren aus Alkohol unter Zugabe von Tierkohle bei 128° 
(korr.), wie fiir diese Verbindung angegeben ist?. 

Das Filtrat wurde im Vakuum auf ein Drittel eingeengt: dabei fiel 
noch etwas Ausgangsmaterial aus (0,1 g. durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt identifiziert). Die weitere Aufarbeitung erfolgte in iblicher 
Weise. Der rasch erstarrende Sirup lieferte 0,18 g kristallisiertes Dioxy- 
aceton oder 54° der Theorie. 


1 Th. Curtius u. G. M. Dedichen, B. 27, Ref. 895, 1894. 

















Untersuchungen 
iiber den Chemismus der mitogenetischen Strahlung'’. 


Ill. Mitteilung: 
Der Zerfall der Kreatinphosphorsiure als mitogenetische Strahlungsquelle. 


Von 
A. E. Braunstein und B. A. Severin. 


Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 2. August 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Liste der biochemischen Vorgange, die mit mitogenetisch 
wirksamer ultravioletter Chemolumineszenz einhergehen, ist in jiingster 
Zeit um einige neue enzymatische Reaktionen bereichert worden. 
Ks ist nimlich im Laboratorium von A. Gurwitsch nachgewiesen worden 2, 
daB neben den schon lingere Zeit als mitogenetische Strahlungsquellen 
bekannten Vorgaingen der Glykolyse, Oxydation und Proteolyse auch 
beim enzymatischen Abbau der Nucleinséiure und des Lecithins mito- 
genetische Strahlung entsteht. Dabei ist die spektrale Zusammen- 
setzung der Lumineszenz bei diesen enzymatischen Hydrolysen eine 
spezifische, mit keinem der friiher festgestellten Spektren iiberein- 
stimmende. Allerdings stimmt das Spektrum der ,,Lecithase‘‘ mit 
demjenigen der ,,Nuclease‘* weitgehend iiberein, was wohl darauf 
zurickzufiihren ist, daB der eigentlich strahlende ProzeB in beiden 
Fallen derselbe sein diirfte —- nimlich die hydrolytische Absprengung 
des esterartig gebundenen Phosphorsaurerestes durch die Phosphatase 
des Lecithin spaltenden und des Nuclein spaltenden Ferments. 

In Anbetracht dieser Ergebnisse war es von Interesse, den Proze 
der Abspaltung der Phosphorsiure aus einem ganz anderen Typus 
von physiologisch wichtigen organischen Phosphorséiureverbindungen — 
die Hydrolyse der Aminophosphorsiurebindung in den Phosphagenen — 
auf mitogenetisches Strahlungsvermégen zu priifen. Versuche in dieser 


' T. und II. Mitteilung: diese Zeitschr. 249, 282, 1932. 
2 4. Gurwitsch, ebenda 246, 124, 1932; zum Teil unver6ffentlicht. 
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Richtung erschienen noch aus einem weiteren Grunde von besonderer 
Wichtigkeit. Das Spektrum, das von G@. Frank! bei der groben Zer- 
gliederung der mitogenetischen Strahlung bei der Muskelkontraktion 
erhalten wurde —- das chronologisch erste von allen iiberhaupt auf- 
genommenen mitogenetischen Spektren —, enthalt namlich einen stark 
wirksamen Bereich von 2020 bis 2150 A. Das Auftreten dieser Bande 
muBte bisher unerklart bleiben, da weder die Glykolyse noch die Oxy- 


dation die einzigen von den damals bekannten Strahlungsquellen, 
die fiir die mitogenetische Lumineszenz waihrend der Kontraktion des 
Muskels in Betracht kamen —-, aktive Streifen innerhalb dieses Bereiches 
aufweisen. Seitdem nun in den letzten Jahren eine weitere energie- 
liefernde Reaktion bei der Muskeltatigkeit bekannt geworden ist 
der Zerfall der Phosphagene, der besonders nach den Arbeiten von 
E. Lundsgaard? in den Vordergrund des Interesses geriickt ist —-. war 
es naheliegend, zu priifen, ob nicht die hydrolvtische Spaltung der 
Kreatinphosphorsaiure fiir das Auftreten der fraglichen Bande im 
Spektrum des tatigen Wirbeltiermuskels verantwortlich zu machen 
sei. Uber Versuche, die wir zu diesem Zwecke an aus Muskedn isolierter 
Kreatinphosphorsaure angestellt haben, wird im nachstehenden  be- 
richtet. 
Methodisches. 


Die Kreatinphosphorsiure wurde in der Form ihres Calciumsalzes 
nach der Methode von C. Fiske und Y. Subbarow® aus dem Muskelgewebe 
von Katzen hergestellt. 

Die méglichst rasch herauspriparierten Schenkelmuskel von Katzen 
(Narkose: Hedonal subcutan) wurden in fliissiger Luft durchfroren. im 
Morser zerstoBen und mit 5’, iger Trichloressigséure extrahiert. Aus dem 
neutralisierten Trichloressigséurefiltrat wurde nach Entfernung des an- 
organischen Phosphats mittels CaCl, + Ca(OH), unter genauer Inne- 
haltung der Vorschriften von Fiske durch Alkoholfallung und wiederholte 
Umkristallisation aus Wasser unter Zusatz von Alkohol das Ca-Kreatin- 
phosphat isoliert. Aus 200 g Muskeln wurden auf diese Weise 0,165 g des 
aus kleinen Spharokristallen bestehenden Calciumsalzes gewonnen. Dabei 
beschrankten wir uns wegen der kleinen Substanzmenge auf dreimalige 
Umkristallisation aus 50° ,igem Alkohol, wodurch nach Fiske ein Reinheits- 


ro 


grad von 95", erzielt werden kann‘. 


Dieses Praparat, das im Exsikkator iiber Schwefelsiiure aufbewahrt 
wurde, diente zu den mitogenetischen Versuchen. Es wurde zunichst 


1G. Frank, Biol. Centralbl. 49, 1929; vgl. auch, A. Gurwitsch, Die 
mitogenetische Strahlung. Berlin, Julius Springer, 1932. 

2 E. Lundsqaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 227, 51, 1930. 

3 0. Fiske u. Y. Subbarow, J. of biol. Chem. 81, 629, 1929. 

4 Der Gehalt des von uns erhaltenen Praparats an Verunreinigungen 
war allerdings etwas gr6Ber, da aber keine unter unseren Versuchs- 
bedingungen spaltbaren Beimengungen zu erwarten waren, diirfte dies fiir 
die Ergebnisse ohne Belang sein. 
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qualitativ, dann in Spektralversuchen, das Strahlungsvermégen von 0,3- bis 
0,5 igen Lésungen des Calciumsalzes bei der Séurehydrolyse in 0,5 n 
H,SO, gepriift, zum Teil bei Zimmertemperatur, zum Teil unter Erwarmen 
auf 40°; in den ersten Versuchen wurde zur Beschleunigung des Zerfalls 
Ammoniummolybdat (0,5 ..) als Katalysator zugesetzt. (Uber die Ge- 
schwindigkeit der Séurespaltung der Kreatinphosphorséure unter solchen 
Bedingungen vgl. O. Meyerhof und K. Lohmann'.) 

Zum Versuch wurden 3 bis 5 mg Ca-Kreatinphosphat auf der Torsions 
waage abgewogen, in I!cem der H,SO,y- bzw. H,SO,4-Molybdatlésung 
gelést, in eine Kapillarkammer nach Gurwitsch eingefiillt und sofort zur 
Bestrahlung verwendet (die altesten in Spektralversuchen mit aufeiander 
folgender Aufnahme der Banden angewendeten Lésungen waren 25 bis 
30 Minuten alt; bei Spektralversuchen mit erwirmter Lésung wurde diese 
fiir jede Einzelinduktion erneuert). Alle Induktionsversuche wurden unter 
Anwendung der Methode von A. Potozky und SS. Salkind® ausgefiihrt 
(Abzihlung der absoluten Individuenzahlen in fliissigen Hefekulturen; 
iiber die Ausfithrung siehe die erste Mitteilung dieser Serie.) Die 50-Ang- 
str6mspektra wurden in Simultanversuchen mit unterteilter Detektor- 
kammer aufgenommen (vgl. A. Potozky, zweite Mitteilung dieser Serie), 
die 10-Angstré6mspektra durch sukzessive Aufnahme der Banden unter 
Zuhilfenahme des Monochromatorspaltes des /uessschen Quarzspektro 
graphen nach Ponomarewa*. 


Frl. Anastasie Potozky sagen wir unseren wirmsten ‘Dank fiir ihre 
zuvorkommende, sachkundige Hilfe bei den Induktionsversuchen. 


Experimenteller Teil. 


Von dem Bestreben ausgehend, durch besonders intensiven Zerfall 
des Kreatinphosphats giinstigste Strahlungsbedingungen zu schaffen, 
wurde in den ersten Versuchen die Hydrolyse durch Zusatz von 0,5°%, 
Molybdat beschleunigt. Es wurden glatt negative Induktionseffekte 
erhalten, desgleichen bei Erhéhung der Hydrolysegeschwindigkeit 
durch Erwairmen der Lésung auf 40 bis 50° (Tabelle I). Versuche, in 
denen zur Verstirkung des Induktionseffektes Fraktionierung der 
Reizgabe durch Einschaltung einer rotierenden Drehscheibe mit 
Sektorialausschnitten nach Gurwitsch* gebraucht wurde, ergaben 
unsichere, zum Teil schwach positive Effekte (Tabelle I). 

Es wurde nunmehr zu Versuchen ohne Zusatz von Molybdat zu 
dem Kreatinphosphat-Schwefelsiuregemisch iibergegangen; bei dieser 
Versuchsanordnung ergaben sich von Anfang an ausnahmslos aus- 
gesprochen positive Induktionseffekte, gleichviel, ob bei fraktionierter 
oder nichtfraktionierter Reizgabe, mit oder ohne Erwarmung der 
Versuchslésung (Tabelle IT). 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
2 A. Potozky u. 8S. Salkind, Biol. Centralbl. 51, 465, 1932. 

3 Ponomarewa, diese Zeitschr. 239, 424, 1931. 

4 Vgl. N. Kannegiesser, ebenda 236, 415, 1931. 
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Tabelle I. 





Dauer der 








Strahlungsquelle 8 Exposition Induktionseffekt 
Min. 0 
0,5°, Ca-Kreatinphosphat in | 5 —2.6: +7,8: +6: +4: 0 
0,5 n HySO, + 0.5% NHg- - 10 +11; —14; +8; +16 
Molybdat, Temp. = 18°C — 15 46.7 
rak- 
. ae _,_, | || {tioniert 3 0 
Desgleichen, Temp. = 45°( | 5 16 
10 9.5 
0.5% Ca-Kreatinphosphat in i 9:48 
0,5 n HySO4 + 0,5% Molyb- 3 1. 33: 4 22 
dat, Temp. = 50°C lil Frek- 33; 22 
Desgleichen, aber 0,5 °, toniert 5 ial as 
Kreatinphosphat ; 30,5; 5 








Tabelle 11. 





Dauer der 


vo om . Reiz- 7x positio Indukiionseffekt 
Strahlungsquelle gabe — n of. 
0,3% Ca-Kreatinphosphat in{  Frak- { 5 + 43; + 27.4; +56; +53 
0,5 n HySO,4, Temp. 45° | tioniert | 10 + 41,4; + 40,6; + 77,5; +71,7 
| Nicht 3 + 13 
Desgleichen, Temp. = 18° frak- 5 {- 37 
tioniert 10 + 60,8; + 91,1 
{ Frak- | 


Desgleichen, Temp. = 18° 12 + 94,3; + 68,4 


| tioniert | 


Die Tatsache, daB ohne Molybdat trotz der viel geringeren Zerfalls- 
geschwindigkeit eindeutig positive Resultate erhalten wurden, legte die 
Vermutung nahe, da®8 das Ausbleiben des Induktionseffektes in Gegenwart 
von Molybdat dadurch verursacht sei, daB Molybdat die Strahlung ab- 
sorbiert oder ,,ausléscht*‘, ahnlich wie dies in den Versuchen von Braunstein 
und Potozky (erste Mitteilung) mit Kaliumjodid und einigen anderen 
Chemikalien der Fall war. Diese Annahme fand ihre Bestatigung in Ver- 
suchen, in denen durch Vorschalten einer Kapillarschicht von 0,5” ig. 
Molybdatlésung zwischen zwei Quarzplatten als auBeres Lichtfilter positive 
Induktionseffekte (Strahlungsquelle: Kreatinphosphat + H,S0O,) ton 65 
auf 19°, herabgedriickt wurden (Mittelwerte aus drei Versuchen). Diese 
Versuche zeigen, wie wichtig es ist, bei der Beurteilung des mitogenetischen 
Strahlungsvermégens chemischer und biochemischer Systeme die Méglich- 
keit derartiger physikalischer St6rungen zu beriicksichtigen. 

Nachdem auf diese Weise die mitogenetische Lumineszenz bei der 
Saurehydrolyse des Kreatinphosphats qualitativ sichergestellt war, 
schritt man zur Spektralanalyse der Strahlung. Die grobe Aufteilung 
bis auf 50 Aim Simultanversuch ergab drei aktive Banden: 2000 bis 2050, 
2050 bis 2100 und 2100 bis 2150 A (Tabelle III). Die feinere Aufteilung 


3° 





42 


dieser Banden bis auf 10 A mittels des Monochromatorspaltes zeigte 
acht wirksame Streifen, deren Lage aus Tabelle IV und Abb. 1 zu er- 
Die Spektra sind recht gut reproduzierbar. 


sehen ist. 


0,3", Ca-Kreatinphosphat in 0,5n H,8SO,; Temperatur 
10 Minuten; 50-Angstrémspektrum. 


Tabelle III. 


A. E. Braunstein u. B. A. Severin: 


18°; Exposition 





Wellenlangen 
in Angstrimeinheiten 


1900— 1950 
1950—2000 
2000—2050 
2050—2100 
2100—2150 
2150—2200 
2200—2250 
2250—2300 
2300—2350 
2350—2400 
2400—2450 
2450— 2500 


0,3°,, Ca-Kreatinphosphat in 0,5n H,SO,; Temperatur 
10 Minuten; 10-Angstrémspektrum. 


Induktionseffekte in © 9 


Reizgabe fraktioniert 


Reizgabe 
nicht fraktioniert 


— ae 0: 0 + 4; — 10 
— 4; + 8; + 9; — 6 16; — 2 
+32: +44: +81; +25 9; + 101 
+ 96: +38: +793; +4 +152; + 9 
+45: + dt: - 62; + 4 + 86; +119 
+ 4; + 4; +24; + 7 — 2; i) 
ll; +13: —10; + 4 22; — 20 
—16; + 6; + 7; — 8 — 26; + 18 
— 1b: 0; +13; — 8 — 5; — 13 
—14; —13; +20; +13 — 15; — 22 
| 4640: 0: 0 0 — 14; — 26 


Tabelle IV. 


18°; Exposition 





_Wellenlangen 
in Angstrimeinheiten 


2000—2010 
2010—2020 
2020—2030 
2030—2040 
2040—2050 
2050—2060 
2060—2070 
2070—2080 
2080—2090 
2090—2100 
2109—2110 
2110—2120 
2120—2130 
2130—2140 
2140—2150 


Induktionseffekte in °/ 





Reizgabe fraktioniert 


+18; +28; +11 
—14; +481 
— 3; + 18 
+39. +32 


+. 30: + 62 


0 + 12 

i = 

0: + 6 
+18: + 31 
+ 30: - 60 
+12; —13 
+27; +29 
- 4; - 9 
+47: + 


Reizgabe 
nicht fraktioniert 


— 6; +13: 0 

470: 448: 4305 
0 

+93 


+ 9 
+53 
+21 


+75 


Ein detailliertes, mitogenetisches Spektrum der Muskelkontraktion, 
mit dem das Spektrum der Kreatinphosphathydrolyse verglichen werden 
kénnte, liegt zurzeit noch nicht vor. Aus Abb. 2, in der die betreffenden 
Streifen in G. Franks grobes Spektrum der tetanischen Muskelkontrak- 
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tion eingezeichnet sind, ist aber zu erseben, daB das Auftreten der un- 
aufgeklirten Banden 2020 bis 2150 A im Muskelspektrum sehr wohl 
durch die Phosphagenspaltung waihrend der Kontraktion verursacht 
sein kénnte. Es lat sich allerdings nicht mit voller Sicherheit vorher- 
sagen und mu erst experimentell gepriift werden, ob bei der enzymati- 
schen Spaltung des Kreatinphosphats genau dasselbe Spektrum 
emittiert wird wie bei der Siurehydrolyse. In dieser Hinsicht und auch 
vom physiologischen Standpunkt aus, diirfte es von Interesse sein, 
daB im Laboratorium von A. Gurwitsch simtliche Streifen des von uns 
aufgestellten Kreatinphosphatspektrums in den detaillierten Spektren 
des Erregungsstoffwechsels der Nerven aufgefunden worden sind 
(G. Kalendarow, Anna Gurwitsch und L. Lotmanisowa'). Dies steht 
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Das mitogenetische Spektrum des hydro- Spektrum der tetanischen Muskelkontraktior 

lytischen Zerfalls der Kreatinphosphor- nach G. Frank mit eingezeichneten Kreatin- 
siure. phosphatbanden (schwar 


in volligem Einklang mit den neuen Befunden von R. W. Gerard?, 
denzufolge im Nerven Kreatinphosphorsiure enthalten ist und bei der 
Reizung zerfallt. In der detaillierten spektralen Aufteilung der mito- 
genetischen Ausstrahlung des Muskels zu verschiedenen Zeitpunkten 
der Kontraktion diirfte eine Methode gegeben sein, die geeignet er- 
scheint, uns tiber den zeitlichen Verlauf der Kreatinphosphatspaltung 
sowie anderer chemischer Prozesse wihrend der Tatigkeit der intakten 
Muskelzelle zu orientieren und hierdurch zur Klarung der Beziehungen 
zwischen den einzelnen Stoffwechselvorgangen im Muskel beizutragen. 

Von wichtiger Bedeutung fiir die Frage nach dem Ausmaf der 
Spezifitat mitogenetischer Spektren wire es ferner, das Spektrum 
der Hydrolyse des Argininphosphats aufzustellen und mit demjenigen 
des Wirbeltierphosphagens zu vergleichen; Versuche in dieser Richtung 
behalten wir uns vor. 


1 G. Kalendarow, Anna Gurwitsch u. L. Lotmanisowa, Pfliigers Arch., 
im Druck. 

2? R. W. Gerard u. J. Wallen, Amer. J. of Physiol. 89, 108, 1929; R. W. 
Gerard u. N. Tupikow, Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. 27, 360, 1930; Amer. 
J. of Physiol. 97, 523, 1931. 








Uber die synthetisierende Wirkung des Emulsins. 


1. Mitteilung zur Kenntnis der Oxynitrilese des Emulsins. 
Von 
H. Albers und K. Hamann. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitat.) 
(Eingegangen am 18. August 1932.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


L. Rosenthaler' entdeckte im Jahre 1908, daB im Fermentgemisch 
des Emulsins eine ,,d-Oxynitrilese** vorhanden ist, welche die Synthese 
des Mandelsaurenitrils asymmetrisch leitet. Die mehrfache Bearbeitung?, 
welche diese asymmetrische Oxynitrilsynthese erfuhr, hat bisher zu 
keiner eindeutigen Auffassung gefiihrt®; R. Weidenhagen* hat in der 
letzten Zeit der Oxynitrilese sogar die Enzymnatur abgesprochen. Aber 
bei der Wichtigkeit, welche dieser Synthese fiir asymmetrisch ver- 
laufende Naturvorginge zukommt, ist ihre genauere Kenntnis und die 
Kenntnis ihres Katalysators Emulsin erforderlich. Wir haben es vorerst 
unternommen, das Wesen der asymmetrischen Synthese aufzuklaren. 


' L. Rosenthaier, diese Zeitschr. 14, 238, 251, 1908. 

® Derselbe, ebenda 14, 238, 251, 1908; 17, 257, 1909; 19, 186, 1909; 
26, 1, 1910; 28, 408, 1910; 50, 486, 1913; 128, 606, 1921; Fermentforsch. 5, 
335, 1922; E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 118. 115, 1921; 181, 390, 1922; 
137, 489, 1923; 159, 1, 1925; M. Bayliss, J. of Physiol. 46, 236, 1913; 
V. K. Krieble, J. Amer. chem. Soc. 35, 1643, 1913; 37, 2205, 1915; V. K. 
Krieble und W. A.Wieland, ebenda 48, 164, 1921. 

3’ Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 
1, 39, 225f., 608f.; Haldane-Stern, Allgemeine Chemie der Enzyme 1932, 
8. 186; v. Euler, Chemie der Enzyme 3. Aufl., 1, 375. 

4 R. Weidenhagen, Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 79, 592, 1929; 
Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 198, 1932. 
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Die nichtfermentative Oxynitrilsynthese'. 


Um die Wirkung des Emulsins bei der Synthese des Oxynitrils 
aus Benzaldehyd und Blausaure beschreiben zu kinnen, muBte zunichst 
der Reaktionsmechanismus der nichtfermentativen, durch Hydroxy]- 
ionen als Cyanidionenbildner katalytisch beschleunigten Synthese unter- 
sucht werden. 

Schon H. Kiliani*® hat beobachtet, daB die Bildung von Oxynitrilen 
durch basische Stoffe beschleunigt wird. Den Reaktionsmechanismus der 
Anlagerung von Blauséure an Campherchinon beschrieb A. Lapworth® 
an Hand messender Versuche als in zwei Teilreaktionen verlaufend: einer 
langsamen Anlagerung von Cyanidionen an die Ketogruppe und einer 
folgenden schnellen Anlagerung von Wasserstoffionen an das entstandene Ion. 
Die Mandelsaurenitrilsynthese wird ebenfalls durch Hydroxylionen be- 
schleunigt*, doch ist eine quantitative Beziehung zwischen H ydroxyl- 
ionenkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit bisher nicht gegeben 
worden. Worth schloB sich in der Deutung dieser Synthese Lapworth an, 
wihrend Rosenthaler® Dreierst6Be annahm zwischen einem Aldehydmolekiil 
und den Ionen der Blauséure. 


Wenn die Synthese des Oxynitrils aus Benzaldehyd und Blau- 
siure iiber die Cyanidionen und nicht iiber die undissoziierten Molekiile 
der Blausaiure verlaufen soll, so muB in waBrigen Systemén die Re- 
aktionsgeschwindigkeit durch die Menge der Cyanidionen und diese 
wiederum im Sinne einer Hydrolysengleichung geregelt sein: 


HCN|[OH'| ; 
| ; my K,. 

Wir haben zunichst die Reaktionsgeschwindigkeit bei gleich- 
bleibender Hydroxylionen-Konzentration und veranderten Anfangs- 
konzentrationen der Reaktionsteilnehmer messend verfolgt® (Versuch 1 
bis 3, Abb. 1) und so einen Einblick gewonnen in die Ordnung der 
Reaktion: die zu einem bestimmten Grad der Umsetzung nétigen 


1G. Bredig u. P. S. Fiske (diese Zeitschr. 46, 7, 1912) fanden, daB auch 
die nichtfermentative Oxynitrilsynthese bei Gegenwart bestimmter optisch- 
aktiver Basen und in organischen Lésungsmitteln asymmetrisch verlauft. 
Eine weitere héchst bemerkenswerte Modellreaktion, in der basische Faser- 
stoffe als Katalysatoren wirken, haben neuerdings G. Brediqg u. F. Gerstner 
beschrieben (Vortragsreferat Angew. Chem. 45, 436, 1932; diese Zeitschr. 
250, 414, 1932). 

H. Kiliani, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 21, 916, 1882. 

A. Lapworth, J. chem. Soc. London 83, 995, 1903; 85, 1206, 1904. 
A. I. Ultée, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 1856, 1906; P. H. Wirth, 
Arch. d. Pharm. 249, 401, 1911; EB. Nordefeldt, diese Zeitschr. 118, 15, 1921. 

5 L. Rosenthaler, ebenda 19, 1869, 1909. 

6 Es kénnte den Anschein haben, als ob solche Messungen tiberfliissig 
seien; die bereits vorliegenden Messungen (E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 
118, 15, 1921, siehe dazu L. Rosenthaler, Fermentforsch. 5, 335, 1922) sind 
jedoch fiir den hier verfolgten Zweck nicht ausreichend. 
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lersuc Relative Anfangskonzentrati Zeiten fiir 20 9/,ige 
Versuch Le ss e : : Ang o tenes - enail A Umsetzung 

Nr. C,H;CHO HCN Min. 

1 1 1 121/, 

2 2 2 61), 


* 2 19 


aw 
we 
Cy 


Zeiten sind umgekehrt proportional den Anfangskonzentrationen. Da- 
nach liegt eine Reaktion zweiter Ordnung vor. 


Nun liefert die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten k,, k, 
und &, fiir eine reversible mono-, di- oder trimolekulare Reaktion! 
Werte, welche fiir k, gute, aber zum Teil auch fiir /, und fiir &, 
befriedigende Ubereinstimmung zeigen (Tabelle III). Zweifel iiber die 
Zuordnung der Reaktion? haben wir durch einen Vergleich der Kon- 
stanten nach A. A. Noyes* behoben: diejenige Ordnung liegt vor. 
deren k,-Werte bei einem bestimmten Grad der Umsetzung in unab- 
haingigen Versuchsreihen iibereinstimmen. Die Tabelle I zeigt, dab 
die k,-Werte iibereinstimmen, daB also eine Reaktion zweiter Ordnung 
vorliegt. 

Tabelle I. 





Versuch | Relative Konzentration 


segniniicnaiiahdireaatigeaciinauianineiiitent kz . 10% ky . 103 k, . 103 
Nr. C,H,;CHO HCN 
OF 9 ) 
. ; i ad el 18 | far 30 °c igen 
. ~J yi 11 19 32 Ur sats 
3 2/5 2/. 38 20 12 | -_ 


Ersichtlich stehen auch die k,- und die k,-Werte in einem gesetz- 
mifBigen Zusammenhang*. Berechnet man eine Reaktion nach der 
Gleichung einer ersten, zweiten und dritten Ordnung, so stehen die 
k-Werte am Anfang der Reaktion in der Beziehung: dx/dt = k, .a 
= k,.a? = k, . a® (a bedeutet die Anfangskonzentration der in gleichen 
Mengen vorhandenen Teilnehmer). Danach ist: k, = k,/a = k, .a. — 
Die in der Tabelle I angegebenen Werte entsprechen mit befriedigender 
Genauigkeit dieser Beziehung, auch sie lassen also auf eine Reaktion 
zweiter Ordnung schlieBen. 


1 Die Integration einer Gleichung fiir eine reversible trimolekulare 
Reaktion ist in der Dissertation von Frl. EZ. Méller, Hamburg, 1929, be- 
schrieben. 

Fiir die Mithilfe bei den vorliegenden Berechnungen sind wir Frl. 
Dr. Méller zu Dank verpflichtet. 

2 Siehe dazu L. Rosenthaler, Fermentforsch. 5, 335, 1922. 

3 A. A. Noyes, Zeitschr. t. phys. Chem. 16, 546, 1895; 18, 118, 1895. 

4 Siehe Nernst u. Hohmann, ebenda 11, 375, 1893. 
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Die Frage einer Beteiligung der Cyanidionen entscheiden wir durch 
messende Versuche, in denen die Hydroxylionen-Konzentration im Ver- 
haltnis 1: 2:4 gedindert wird (Versuch 4 bis 6, Abb. 2). Wir gehen 
von der Annahme aus, daB in einer dimolekularen Reaktion eine Be- 
teiligung der Cyanidionen vorliege, deren Konzentration sich also pro- 
portional derjenigen der Hydroxylionen andert. Errechnen wir jetzt 
die k,-Werte auf Grund der Blausdurekonzentration und ohne Beriick- 
sichtigung der veranderten Cyanidionenkonzentration, so vergréBern 
wir damit die Basis der eingesetzten Konzentrationen. Eine solche 
VergréBerung auf das m-fache hat eine Verkleinerung der k,,-Werte 
auf das 1/m'"~ '-fache! zur Folge. Die errechneten Werte haben wir 
daher durch entsprechende Multiplikationen korrigiert und sind nun- 
mehr wiederum zu einer Ubereinstimmung der k,-Werte gelangt 


(Tabelle IT). 
Tabelle II. 





Angewandte relative Relative 
Konzentration (CN)'-Konzen- | kg . 103 


Versuch 
tration 


Nr. C,H,CHO HEN 


4 6 17 47 
2 30 20 14 
1 114 19 4 





fir 50°, igen Umsatz 


Die Annahme einer Beteiligung von Cyanidionen an einer dimole- 
kularen Reaktion? war also berechtigt. Eine Beteiligung der Wasserstoff- 
ionen an Dreierstéfen ( Rosenthaler) ist auszuschlieBen, denn die Kon- 
stante k, der Reaktionsgeschwindigkeit ist in dem untersuchten Bereich 
praktisch unabhdngig von der Wasserstoffionenkonzentration®. Die 
Haufigkeit solcher DreierstéBe sollte bei Verminderung der Wasserstoff- 
ionen schlieBlich wieder abnehmen, tatsichlich beobachtet wird eine 
Steigerung der Geschwindigkeit. 

Wir kommen zu dem Ergebnis: Die nichtfermentative Mandelséure- 
nitrilsynthese verliéuft dimolekular, sie kommt durch die Vereinigung von 
Aldehydmolekiilen und Cyanidionen zustande. Die Menge der Cyanid- 
tonen und damit die Reaktionsgeschwindigkeit wird bestimmt durch die 
Menge der H ydroxylionen nach Mafgabe der i ydrolysengleichung fiir 
die Blauséure. 


! Siehe dazu Dissertation 2. Méller, Hamburg 1929, S. 22 bis 23. 

2 Siehe dazu W.J. Jones, J. chem. Soc. London 105, 1547, 1914. 

3 E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 118, 15, 1921, fand eine bedeutende 
pu-Abhangigkeit seiner k,-Werte, die er aber ohne Beriicksichtigung der 
Cyanidionenkonzentration errechnete. 
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Die nichtfermentative Synthese ist also analog der Lapworthschen 
Ansicht als in zwei Stufen verlaufend zu beschreiben: 


CgH,;—CHO + (CN) [= CeH,—CH<CN (langsam) ! (1) 
C.H,—CH<CN + H =e C,H,- cu<fe (schnell). (2) 


Beide Reaktionen sind reversibel. Offenbar kann eine riicklaufige 
Reaktion auch durch direkte Dissoziation von Oxynitrilmolekiilen in 
Aldehyd- und Blausauremolekiile zustande kommen. 


Die fermentative Oxynitrilsynthese. 


Wird der wasserig alkoholischen Lésung von Benzaldehyd und 
Blausiure Emulsin zugesetzt, so entsteht neben dem racemischen auch 


2 


optisch aktives Oxynitril. Aus den umfangreichen Arbeiten Nordefeldts? 
geht hervor, daf ,,. . . der einzige Effekt des enzymatischen Katalysators 
die optische Aktivitat des Oxynitrils‘* sein soll. ,,Wird durch Puffer- 
zusatz die Aziditat geregelt, hat die Anwesenheit von Emulsin keinen 
merkbaren EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit‘‘*. 


Nordefeldt legte jedoch dieser negativen Feststellung Versuche zu- 
grunde, in denen nur eine verhaltnismaBig geringe Ausbeute an (+ )-Oxy- 
nitril erhalten wurde. Daher kénnte der méglicherweise vorhandene Einflu® 
des Emulsins auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Beobachtung ent- 
gangen sein, weil die nichtfermentative Synthese die fermentative bedeutend 
iiberwog. L. Rosenthaler untersuchte die Emulsinwirkung in ungepufferten 
Systemen, er fand eine durch anorganische Bestandteile des Emulsins 
bedingte Beschleunigung’ und eine Gleichgewichtsverschiebung der 
Synthese. Nordefeldt fiihrte die Beschleunigung auf eine reine Aziditats- 
wirkung zuriick. Das Emulsineiwei®8 soll die Saéure binden und also das 
pa zum Basischen hin verschieben. Eine Gleichgewichtsverschiebung 
konnten Nordefeldt, Bayliss und Krieble? nicht feststellen. Auch wir fanden 
keinen Einflu8B des Emulsins auf das Gleichgewicht. 


Wir priifen die synthetisierende Wirkung des Emulsins in solchen 
Versuchen, in denen die fermentative Synthese geniigend hervortritt 
und in denen durch geniigende Pufferung® dafiir Sorge getragen wird, 


1 Die Existenz solcher Cyanhydrinionen ist durch G. Bredig und 
E. Stern (Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 586, 1904, siehe auch K. G. Stern 
Zeitschr. f. physik. Chem. 50, 547, 1905; A. Lapworth, J. chem. Soc. London 
85, 1208, 1904) wahrscheinlich gemacht. Ob eine Hydratform des Aldehyds 
reagiert, kann nicht entschieden werden. 

®1.c. 

3 Diese Zeitschr. 159, 33, 1925. 

4 Ebenda 19, 186, 1909; 128, 606, 1922. 

5 Siehe Versuch 7 und 2a. Zu beachten ist, daB, wie wir fanden, die 
asymmetrische Synthese in starkem MaBe abhangig ist von der Konzentration 
des angewandten Puffers (Abb. 3). 
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daB die Reaktionsgeschwindigkeit nicht erhéht werde durch eine die 
Aziditat vermindernde Bindung von Saéure an das Emulsineiweil. 

Die bei einem py von 5,30 angestellten Versuche! (Versuch 11 bis 13) 
zeigen, daB die Geschwindigkeit der Gesamtsynthese durch das Emulsin 
bedeutend erhéht wird (Abb. 1) und daB die asymmetrische Synthese 
unabhingig verliuft von der gleichzeitigen symmetrischen Synthese, denn 
die Ausbeuten an (-+-)-Oxynitril sind konstant iiber einen weiten Teil 
des Versuchsverlaufs (Tabelle IV). 


== dened 
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An der Fermentnatur der Oxynitrilese ist demnach nicht zu 
zweifeln?. Es ist nicht richtig, daB ,,der einzige Effekt des enzymatischen 
Katalysators die optische Aktivitaét des Oxynitrils ist’‘*; der spezifische 
Effekt der Oxynitrilese des Emulsins liegt vielmehr darin, dap sie die 
Synthese des (+-)-Oxynitrils mapgeblich beschleunigt. 


* Um die Ubersicht iiber die Kurven zu erleichtern, wahlen wir fiir 
die Bezeichnung der Versuche relative Verteilungszahlen, die die Konzentra- 
tionsverainderungen der Substrate und des Ferments leicht tibersehen lassen. 
Die Verhaltniszahlen des .Versuchs 2 sagen aus, daB die molaren Mengen 
von Aldehyd und Cyanwasserstoff im Verhaltnis 4A:C = 2:2 standen. 
In den Fermentversuchen wird mit B die relative Fermentmenge bezeichnet. 

Uber die rechnerische Auswertung dieser und weiterer Versuche 
werden wir demnachst berichten. 

2 R. Weidenhagen, |. c¢. 

3 EB. Nordefeldt, diese Zeitschr. 159, 33, 1925. Einmal scheint auch 
Nordefeldt schon eine Beschleunigung vermutet zu haben (I. c. 24), 
ohne aber dieser Vermutung ein Gewicht beizulegen gegen seine obigen Satze. 
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Die Bedeutung dieser Beschleunigung tritt besonders bei Versuchen 
mit Salicylaldehyd (Versuch 14a bis d) in die Erscheinung. Hier bildet 
sich nur optisch inaktives Oxynitril mit einer Geschwindigkeit, die 
praktisch der Geschwindigkeit der nichtfermentativen Synthese gleich 
ist. Offenbar wird die Oxynitrilese des Emulsins durch die phenolische 
Hydroxylgruppe gehemmt', sie kann somit ihre beschleunigende Wirkung 
nicht entfalten, und es entsteht nur optisch inaktives Oxynitril durch 
eine nichifermentative Synthese. -- Nach Methylierung der Hydroxyl- 
gruppe, bei Anwendung von o-Methoxybenzaldehyd (Versuch 15), 
tritt bei der fermentativen Synthese eine schwache Linksdrehung? auf. 

Das Gleichgewicht der Synthese wird durch Emulsin nicht ver- 
schoben. Danach ist zu erwarten, daB auch die riicklaufige Spaltung 
des Oxynitrils unter dem EintluB des Emulsins beschleunigt wird. Diese 
Erwartung wird durch das Ergebnis des Versuchs16 _ bestatigt® 
(s. Abb. 1). Die Oxynitrilese des Emulsins verhalt sich bei der an- 
gewendeten Konzentration wie ein idealer Katalysator, der die hin- 
laufige und die riickliufige Reaktion gleichmaBig beschleunigt?. 

Bei Einwirkung einer gréBeren Menge Emulsins auf racemisches Mandel - 
siurenitril hinterbleibt (— )-Oxynitril im UberschuB, also gerade das Spiegel- 
bild jener Komponente, die bei der Synthese entsteht®. Dieser Befund 
ist als asymmetrische Spaltung gedeutet worden. Ein Versuch Nordefeldts® 
laBt jedoch auch die andere Deutung einer ..asymmetrischen Umlagerung 
zweiter Art‘? zu. 

Rechnet man die von Nordefeldt angegebenen Drehungen des Oxy- 
nitrils und der daraus durch Verseifung erhaltenen Mandelséiure um auf 


! L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 17, 264, 1909. Bemerkenswerterweise 
fanden R. Willstdtter u. G. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 121, 
190, 1922 auch fiir die /-Glucosidase des Emulsins eine Hemmung durch 
den bei der Helicinspaltung entstehenden Salicylaldehyd. 

2 L. Rosenthaler (|. c.) gibt eine geringe Rechtsdrehung an, die auch 
wir, beobachteten, wenn wir die Eigendrehung des Ferments nicht in Abzug 
brachten. 

3 E. Nordefeldt nahm wie fiw die Bildung so auch fiir die Spaltung 
keine Beschleunigung an (diese Zeitschr. 187, 492, 1923). 

4 Da vornehmlich die beschleunigte Synthese in die Erscheinung 
tritt, rechtfertigt sich die urspriinglich gewaihlte Bezeichnung als Oxynitrilese. 
Man vgl. E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 159, 35, 1925. 

5 K. Feist, Arch. d. Pharm. 247. 226, 542, 1909; 248, 101, 1910; siehe 
dazu Rosenthaler, Zeitschr. f. physik. Chem. 73, 760, 1910; K. Fajans, 
ebenda 75, 232, 1910; L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 235, 231. 1931. 

6 B. Nordefeldt, ebenda 1387, 491, 1925. 

7 R. Kuhn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 49, 1932; vgl. W.J. Pope 
u. St. J. Peachy, Proc. chem. Soc. 16, 116, 1900; W. Marckwald u. D. M. 
Paul, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 810, 1905; 39, 3654, 1906; W. H. 
Mills u. A. M. Bain, J. chem. Soc. London 97, 1866, 1910; J. Read u. 
A.M. Mc Math, ebenda 127, 1572, 1925; 128, 2183, 1926; R. Kuhn u. 
O. Albrecht, Liebigs Ann. 455, 282, 1927; P. Pfeiffer u. K. Quehl, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 64, 2667, 1931. 
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das gespaltene Oxynitril (durch HCN-Titration bestimmt). dem sie ja 
entsprechen miissen, so kommt man auf eine spezitische Drehung des 


Oxynitrils von 150,6° und der Mandelsiiure von + 284°. Da die spezifi- 
schen Drehungen aber 30,7° fiir (-- )-Oxynitril' und + 153° fiir (+ )- 


Mandelsaéure sind, so miiBte man aus diesem Versuch auber auf eine asym- 
metrische Spaltung auch auf eine asymmetrische Umlagerung schlieBen. 

Mit unseren Emulsinpraiparaten fanden wir in den _ wiederholt 
nach Nordefeldts Angaben ausgefiihrten Versuchen® bisher keinen |} {in- 
weis auf eine solche Umlagerung, denn die gemessenen Drehungen 
entsprachen annadhernd der Drehung, die sich aus der titrierten freien 
Blausdure errechnete. Das Oxynitril ist also asymmetrisch gespalten worden. 


Methodisches. 
Anordnung der kinetischen Versuche. 


a) Mit Emulsin lerlautert an Versuch 1] (4: B:C)). li cem™* einer 
50°.ig alkoholischen n/2 Acetatpufferldsung? vom pu 5,30** werden 
mit 150eem 50° ig. Alkohol und 15ecem der nachstehend beschriebenen 
Emulsinlésung '/,; Stunde im Thermostaten bei 22° (+ 0,02°) belassen; 
danach werden zuerst 2,6cem sorgfaltig im Vakuum destillierter Benz- 
aldehyd (= 0,026 Mol) und dann nach 5 bis 10 Minuten 1 cem wasserfreie 
Blausaéure ( 0,026 Mol) unter sofortigem Umschiitteln zugegeben, wobei 
der Zeitpunkt des Umschiittelns als Anfang der Reaktion gilt. Nun wird 
sofort mit auf 22° temperiertem 50° ig. Alkohol auf 200 cem! aufgefiillt. 
Zur Verfolgung der Gesamz-Synthese wird die freie Blauséure nach Volhard 
titriert*, indem 2ccm des Reaktionsgemisches zu 10 ccm salpetersaurer 
n/5 Silbernitratlésung gegeben werden. Nach kraftigem Schiitteln wird 
das Silberevanid abfiltriert und mit n/5 Ammoniumrhodanidlésung zuriick- 
titriert. Kin Eigenverbrauch des Emulsins an Silbernitrat ist unter den 
Versuchsbedingungen zu vernachlassigen. Die asymmetrische Synthese 
wird polarimetrisch bei 22° im 2-dm-Rohr verfolgt®. 

Eine besondere Besprechung verlangt die gewiahlte Reihenfolge der 
Zugabe von Benzaldehyd und von Blauséiure zum Emulsin. Stets werden 
nimlich mit den verschiedensten Emulsinpraparaten, wenn man zum 
Emulsin zuerst den Benzaldehyd und dann die Blauséure zusetzt, héhere 
Reaktionsgeschwindigkeiten und héhere Drehungen erhalten, als wenn 
man in umgekehrter Reihenfolge zusetzt® (Versuche 8 bis 10, Abb. 4). 

b) Ohne Emulsin werden die Versuche in sinngemaé® gleicher Weise 
ausgeftihrt. 


Siehe den methodischen Teil. 

2 Einer dieser Versuche ist im Versuch 17 wiedergegeben. 

* Diese optimale Pufferkonzentration ist im Versuch 7 ermittelt. 

8 Diese Lésung ist im folgenden mit ,,Pufferlésung‘’ bezeichnet. 

** Elektrometrisch gemessen, Genauigkeit + 0,02. 

' Siehe P. H. Wirth, Arch. d. Pharm. 249, 385, 1911. 

® Ablesegenauigkeit + 0,01°, gegen Ende der Reaktion + 0,02°. 

® Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB die Zeitdauer 
zwischen Benzaldehyd- und Blauséurezugabe fiir die Gesamtsynthese und 
fiir die asymmetrische Synthese in weiten Grenzen ohne Bedeutung ist. 

Eine Klarung dieses Reihenfolgephinomens mul weiteren Versuchen 
vorbehalten bleiben. Méglicherweise kommt dem Benzaldehyd eine Affinitat 
zum Ferment zu. 
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Die Emulsinlésung 


muBte unter dem Gesichtspunkt hergestellt werden, daB die sofortige 
Beobachtung der erzeugten Drehung = nicht gestért werde durch 
Triibungen, die bei Zugabe der Substrate und des Puffers in 50° igem 
Alkohol entstehen kénnten!'. Unter Anlehnung an Vorschriften von 
E. Bourquelot?, von R. Willstdtter u. W. Csdnyi*? und von Nordefeldt* 
arbeiteten wir in der folgenden Weise: 100g bittere Mandeln werden 
3 Minuten in 70° warmem Wasser belassen, enthiutet, zerquetscht und 
durch Pressen von der Hauptmenge des Ols befreit. 60 g des PreBriickstandes 
werden mit 200ccem chloroformgesattigten Wassers 2'/, Stunden unter 
Schiitteln extrahiert. Nach dem Kolieren der Lésung durch ein feuchtes 
Tuch wird aus 180 ccm der Lésung die Hauptmenge der EiweifBstoffe durch 
Zugabe von 0,90 ccm Eisessig gefillt und nach zwélfstiindigem Stehen 
durch Zentrifugieren abgetrennt (L6sung I, px 4,4 bis 4,5). Diese Lésung | 
ist haltbar. 

Fir die Verwendung bei den Katalysen wird ein Teil der Lésung | 
auf 0° abgekiihlt, mit dem gleichen Volumen ebenfalls auf 0° abgekiihlten 
Alkohols versetzt und 3 Stunden in Kaltemischung bei 18° aufbewahrt. 
Der ausgefallene Niederschlag wird durch kurzes Zentrifugieren abgetrennt. 
Die anfallende I.ésung LI wird, wenn nicht anders bemerkt, fiir die Katalysen 
benutzt®. Sie hat, wie durch wiederholte Messungen verschiedener Emulsin- 
herstellungen gepriift wurde, ein px von 5,1 bis 5,2. 

Die Lage des po wurde mit Absicht etwas tiefer gewihlt als bei der 
Synthese, damit keinesfalls beim Hinzufiigen der Emulsinlésung zum 
Reaktionsgemisch eine pr-Verschiebung ins basische Gebiet eintraite und 
fiir die Reaktionsbeschleunigung durch das Ferment verantwortlich gemacht 
werden kénnte. 

Die Eigendrehung des Emulsins im Reaktionsgemisch muB von der 
beobachteten Drehung abgezogen werden, damit die eigentliche Drehung 
des Oxynitrils erhalten wird. 

30 cem Fermentlésung IT und 15 cem Pufferlésung (pH = 5,30) werden 
mit 50°,igem Alkohol auf 200 ccm aufgefiillt. Eine bestimmte Menge 
dieser Lésung wird mit den Reaktionsteilnehmern versetzt und die Drehung 
bestimmt. 


Reine Lésung®, ... - . ap = + 0,199 (2dm, 22°) 


24cem Lésung + leem HCN... + 0,185 
+1 = .,, Benzaldehyd + 0,18 
+1 ,, Oxynitril + 0,145 


Vergré6Berte Oxynitrilmengen setzen die Drehung nicht weiter herab. 

Der EinfluB des Benzaldehyds und der Blauséure liegt innerhalb der 
MeBfehler, der EinfluB des Oxynitrils ist jeweils in der Auswertung der 
Versuche beriicksichtigt. 


1 E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 181, 390, 1922. Nordefeldts reinere 
Praiparate geben keine Fallungen mehr (ebenda 159, 9, 1925). 

2 Arch. d. Pharm. 245, 173, 1907. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 172, 1921. 

* Diese Zeitschr. 159, 1, 1925. 

5 Der ,,Reinheitsgrad‘‘ nach Nordefeldt (diese Zeitschr. 159, 5, 1925) 
unserer Priparate ist, wie wir feststellten, ahnlich dem der von Nordefeldt 
fiir ahnliche Versuche benutzten Praparate. 

§ Die Drehung ist proportional der Fermentkonzentration. 








I 
von | 
negati 
reiner 
Emul: 

I 


Emul: 


erfolg 
Reakt 


liefert 
Berec! 


k, 


D 
die Bi 
driicke 





Ver- 
such _ 
Nr. 


DOT CO DO 


~ 
S 


1 


bedeut 
x die 
k’ die 
gewich 





a 


I” 





Synthetisierende Wirkung des Emulsins. 1. 53 


Analysendaten. 
Trockengewicht der Fermentlésung I: 5,8 bis 6,1°, 
Hi: 38, 2.8% 

Danach ergibt sich fiir die Fermentlésung II eine spezifische Drehung 
von [a], = + 23°. Nordefeldt (l.c.) dagegen hat bei seinen Priparaten 
negative Drehungen gefunden; wir finden negative Drehung nur bei un- 
reineren Praparaten (s. Versuch 17). Offenbar wird die Drehung des 
Emulsins zur Hauptsache durch wechseinde Begleitstoffe bedingt. 

Der Stickstoffgehalt eines aus der Lésung II mit Alkehol gefillten 
Emulsins betrug 8,23 °,,. 

3,610 mg Substanz: 0,260 cem N, (20°, 759,5 mm). 


Die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten 
erfolgte nach den Formeln einer reversiblen mono-, bi- oder trimolekularen 
Reaktion. Die Integration! der Formeln 
I. dz/dt = k, (a — x) — k'z. 
Il. da/dt = ky (a x) (b — x) k’ x. 
Ill. da/dt = k, (a — x) (b — x) (ec — x) — k'/a 


lieferte nach Einsetzung der diesbeziiglichen GréBen die folgenden zur 
Berechnung benutzten Ausdriicke: 


i te — ls Fes vz (1) 
by me 1 3,508 i (2 — Si) Ss (II) 
¢ \(5,—8,)/ 8 (2 —S,) 5, 
ae - ie . i .00 5 —_ a ot - 
-= one seed = (111) 


Die den einzelnen Gleichgewichten entsprechenden Zahlenwerte fiir 
die Buchstaben sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. Die Aus- 
driicke S, und S geben die Lage der Gleichgewichte an. 

2 








be | ® = ke © ob a os oe _ 4 = ; 

Nr. Kk Sy Se Ss T t D E F Cc H 
1 7,13  1,140/0,877 0,877 1.062 0,116 0,9475 0,0269 0,0428 0,002 56 48.914 
2 10,3864 1,097'0,912 0,912 1,044 0,0810 0,0240 0,0131 0,0214 0,090 629 101,54 
3 5,289 1,189/0.841 (0,841 1,080 0,154 0,0806 0,0475 0,9735 0,007 66 = 27,436 
4 13,286 1,075.0,93 0,93 1,035 0.0636 0,0151 0,0081 0,0134 0,090 248 165,51 
5 8.709 1.1150,897 0.897 1,052 0,0960 0,0331 0.0184 0.9296 0,001 21 72,23 


6 6,353 1,157 0,864 0,864 1,068 0,130 0,0584 0.0336 0,0529.0,003 92 39,108 


' Siehe dazu Dissertation EZ. Méller, Hamburg 1929. In den Formeln 
bedeuten a, 6, c die Anfangskonzentrationen der RKeaktionsteilnehmer, 
x die zur Zeit t umgesetzte Menge, k,, ky, k, die hinliufigen Konstanten, 
k’ die riicklaufige Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit, K die Gleich- 
gewichtskonstante k/k’. 
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Zur Vereinfachung der Rechnung werden die Zeiten in Minuten und 
die Anfangskonzentrationen immer mit | eingesetzt. Um zu vergleich- 
baren Konstanten zu kommen, miissen daher die nach den Ausdriicken I 
und III erhaltenen Werte fiir Versuch 2 mit '/, und mit '/,, fiir Versuch 3 
mit 3/, und mit °/,, fiir Versuch 4 mit '/, und mit '/,, und fiir Versuch 6 
mit 4 und mit 16 multipliziert werden (vgl. die theoretischen Aus- 
fiihrungen). 


Tabelle III. 


Zusammenstellung der Reaktionskonstanten. 





Ver- _ Relative Relative 

such DH Konzentration = (@N)'-Konzen- 2 kg ko | ky +k 

Nr. C,H;CHO HCN ee Min. 

1 || 5,30 1 1 | 1 6 0,1 0,029 | 0,019 0,020 
12.5 0,2 0,023 0,020 0,921 
20.5 0,8 0,025 0,021 0,020 
32 04 9,029 | 0,021 0,019 
495 0.5 0.031 0,020 0,017 
79 0.6 0.034 0,019 0,015 
122 0,7 0,020 

2 5,30 2 2 2 7 0.2 0,010 | 0,018 0,036 
115 O38 O11 | 0,019 0.935 
175 04 0,012 | 0,019 0,033 
26 05 0,915 | 0,019 0,031 
89.5 06 0,017 0.019 0,029 

3 5,30 2/3 2/5 21. 185 0,2 0.0384 0,021 0,014 
31 0.3 0,038 0,020 0,014 
50 0.4 0,038 0,020 0.018 
82 05 0,041 0,020 0,011 
128 0.6 0,045 0,018 0,010 
212 0.7 0.056 0,018 0,008 

4 5,24 4 4 4 4 02 0,0044 0.916 0,061 

‘ 6.7 O03 0,0049 0,916 0.058 
10 04 0,0056 0,017 0,052 
15 0.5 0,0063 0.017 0.051 
23 0.6 0,0072) 0,016 0,045 
36,5 0,7 0,015 

5 4,93 2 2 1 46 O, 0,026 0,024 0,022 
112 0,2 0,027 0,022 0,021 
20 0.3 0,026 0,922 0,920 
32 04 0,028 0,021 0.018 
50 05 0,930 0,029 0,015 

6 4,64 1 1 1, 18 0.1 0,103 0,025 


41.5 02 0.106 0,024 0.0063 
78 0,3 0,105 0,022 0,0954 
132 0,35 0,108 0,021 

212 0.5 0,114 0,019 0,0041 


Die Konstanten der Versuche 1 bis 3 sind mit denen der Versuche 4 
bis 6 nicht ohne weiteres vergleichbar, denn der Berechnung dieser 
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~ 


letzten ist als Basis ein py von 5,24 zugrunde gelegt. Die so errechneten 
Konstanten werden bei der Umrechnung auf ein px von 5,30 etwas 
groBer. 

Die Bestimmung der Ausbeute an (-+-)-Mandelsdurenitril. 

E. Nordefeldt' gibt als .,wahrscheinliche spezifische Drehung* des 
Mandelsaurenitrils 30,0° an, ohne aber, worauf schon J. A. Smith? hin- 
gewiesen hat, naihere Belege und das Lésungsmittel anzugeben. Fiir die 
genaue Kenntnis der Ausbeute an (-+-)-Mandelsdurenitril haben wir daher 
die Bestimmung der spezifischen Drehung desselben in der Weise ausgefiihrt, 
daB wir nach Krieble und Wieland? ein zur Verfiigung stehendes (+ )-Oxy- 
nitril zur Mandelsaure verseiften und aus der erhaltenen spezifischen Drehung 
dieser Saure den Prozentgehalt an vorhanden gewesenem (+ )-Oxynitril 
berechneten 4. Dieses (+-)-Oxynitril wurde in wechselnden Mengen 50° igen 
Alkohols gelést und die spezifsche Drehung auf 100° ,iges (+ )-Oxynitril 
umgerechnet. 

Verseifung: Das Oxynitril wird mit 1,5¢em absolutem Alkohol, 
13,5 eem destilliertem Wasser und 15 cem konzentrierter Salzséure 1 Stunde 





; . sail P } 
im Wasserbad von 65° erhitzt. 
Kinwage a, des Verseifungsgemisches [a Ip 
(0),2934 — 1,75° (1dm, 21°) — 156.95° 
0.2128 + /-: e } 157,45 
0.2915 ine & , Se? 156,85 
0,2059 1,84 (2 . 40cem Gemisch) 156,30 
Mittelwert: 156.9° 


Diese Drehung entspricht einem Gehalt an optisch-aktivem Oxynitril 
von! 93,0"... (Drehung der reinen Saéure im Verseifungsgemisch nach Arieble 
— 168°, nach #. Méller — 168,7°.) 


Drehung des (+ )-Mandelsaurenitrils in 50°,,igem Alkohol. 





Einwage Volumen a} | a 3) 
g ecm 

0,1587 10 + 0,45° (1 dm) + 28,35° 

0.1420 10 0,82 (2, ) 28,98 

1,0295 50 0,59 (1, ) 28.80 

0,5549 25 Loe ~~) 28.27 

0,7199 25 164 (2 ,) 28.43 
Mittelwert: 28.6" 

Danach ergibt sich eine spezifische Drehung von [«]j? = + 30,7° fiir 


reines (+ )-Mandelsaurenitril, gelést in 50° igem Alkohol. 


1 E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 159, 25, 1925. 

2 J. A. Smith, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64, 427, 1931. 

3 V.K. Krieble u. W. A. Wieland, J. Amer. chem. Soc. 48, 164, 1921. 
' Siehe Dissertation EZ. Méller, Hamburg 1929. 
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Dieser Wert wurde der Berechnung der Ausbeuten zugrunde gelegt. 
Die Zahlenwerte der Drehungen und der Gesamtsynthese sind den Kurven 
(Abb. 1 und 5) entnommen. Die geringfiigige Racemisierung, die das Oxy- 
nitril im Laufe des Versuchs erleidet, macht sich fiir die angegebenen Zeiten 


noch nicht bemerkbar. 
Tabelle IV. 


Ausbeuten an (+ )-Mandelsaéurenitril. 





Versuch Relative Konzentration Zeit ‘i HCN geb. 
Nr. i 2 ee A ee . 5 
11 1 1 1 5 0,25° 30 

10 0,40 48 

20 0,58 65 

40 0,69 78 

60 0,71 81 

12 2 2 2 10 1,10 59 
20 1,39 75 

30 1,50 81 

| 40 1,54 84 

60 1.55 86 

13 % | TP 10 0,23 42 
20 0,35 58 

| 40 0.43 71 

| 60 0,46 76 


* Siehe Fufinote zu Abb. 1. 


Ausbeute 


Es ergibt sich, daB die jeweiligen Ausbeuten an (+ )-Oxynitril unter 
den gewihlten Bedingungen fast bis zur Erreichung des Endgleichgewichtes 


konstant sind. 


Versuche ', 


Die nichtfermentative Oxynitrilsynthese. 





Versuch Nr. 


1 ) 3 4 5 
Benzaldehyd | yyy). 5 5 = 0,026 0,052 0,017, 0,104 0,052 
Blausaure | P 
Pufferlésung, ecm .. . 15,0 30,0 15,0 20,0 20,0 
a eee 5,30 5,30 5,30 5,24 4,93 


Volumen, eem..... 200 200 200 100 100 


0,026 


20.0 
4,64 


100 


1 Die hier mitgeteilten Versuche wurden wiederholt mit gleichem 
Ergebnis reproduziert. Die Tabellen enthalten nur je einen Versuch, die 
beigegebenen Kurven sind mit Hilfe sdémtlicher gewonnenen Versuchspunkte 
gezeichnet. 
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wt 





Ver- 
such 
Nr. 




















nfs AgNO3 HCN geb. a n/5 AgN Og 
ecm %Fo Nr. ecm 
22,5 4,40 31,7 4 10)’ 6,08 
35 3,72 42.3 17,5 4,58 
65 2,85 55,8 25,5 3,68 
106 2.13 67,0 142 1,17 
174 1,56 75,8 21h 0,67 
27h 0,80 87.6 5 6.5’ 4.42 
12.5 4,28 33,6 13 3.99 
35 2.76 57,2 18 3,73 
65 1,96 69.6 27 3,29 
23 1,19 81,5 35,5 2.90 
27h 0,59 90,8 62 2,25 
26,5’ 3,18 26.4 265 0,91 
57,5 2.44 43,5 14 Tage 0,37 
114 1,79 58,6 6 11’ 2,36 
159.5 1,49 65.5 28.5 2,16 
293 1,00 76,9 47 1,99 
366 0,86 80.1 74 1,81 
72h 0,65 85.1 134 1,50 
253 1,18 
48h 0,35 
00 
4: My 524 
ae | aera 
& es oa 5° 7ty 4IF__| 
S a a 
= YO 7 - - a 7 4 4 + Oy You 
nw At ee 
Ae oo aa ” 
0 0 2 0 YW $0 80 70 8 90 100 10 10 
Ynurlen 
Abb. 2. 


HCN geb. 


0 
( 


41.4 
55.6 
64,3 
88.5 
93.5 
14.3 
22.6 
27,7 
36,2 
43.8 
56.4 
82.4 
89.7 


95 
16,2 
22.8 
29,8 
41,8 
54,2 
86.4 


Die Ausschaltung der Benzoeséurewirkung durch den Puffer. 


Versuch 2a. 


Anordnung wie Versuch 2. 


» 


I. Ohne Zusatz von Benzoesiéure, 
II. Mit Zusatz von 0,05 g Benzoesaure, 
Ill. Mit Zusatz von 0,10 g Benzoesaure'. 





14,5’ 


29,5 
56 
85 
103 
133.5 
227 
Q4h 


I Il 
n/5 AgNO rt n5 AgNO, 
ecm %l eem 
4,28 33,6 12,5’ 4,30 
3,25 49,6 29.5 3,25 
2,28 64,6 59,5 2,48 
1,70 73,6 85,5 1,78 
1,52 76.4 100.5 1,59 
1,23 80,9 130.5 1.33 
0,93 85,6 222 0,93 
0,57 91,2 | 26h 0,60 


HCN 
geb. 
0 f 


33,3 
49.6 
61.5 
72,4 
75,3 
79.4 
85.6 
90,7 


n5 AgNO 


ecm 


6,5’ 4,22 
21.5 3,89 
31.5 3,36 
43 2.87 
90.5 1.85 

111.5 1.54 
182 1,13 
27h 0.63 


HCN 
geb. 


18,2 
39.6 
47.9 
55.5 
71.6 
76,1 
82.5 
90.4 


1 Das ist soviel, als ob ein Drittel des im Endgleichgewicht vorhandenen 
Benzaldehyds oxydiert wire. 








58 H. Albers u. K. Hamann: 


Die aziditéatssteigernde Wirkung der etwa durch Oxydation des 
Benzaldehyds! entstehenden Benzoesiure wird durch die angewendete 
Pufferung ausgeschaltet, denn die Versuche zeigen prakvisch den 
gleichen Verlauf. 


Die fermentative Oxynitrilsynthese. 








EinfluB der Pufferkonzentration. Versuch 7. 
Benzaldehyd 0,026 Mol Pufferlésung: a) 60 cem 
026 } 
Blausaure a pa = 5,30 b) 30 Pe 
Fermentlésung I 15 cem* ce) 15 i 
Volumen ... .. 100 ,, Gd) 7,6 w 
1) b) 
ue > i @, r T er bad an 
abgelesen | korrigiert abgelesen korrigiert 
10’ + 0,99 + 0,70 10,5’ 1,08 + 0,88 
14 1,05 0,85 16,5 1,24 1,04 
18,5 1,10 0,99 20,5 1,35 1,15 
22,5 1,20 1,00 29 1,50 1,30 
29,5 1,29 1,09 39,5 1,55 1,35 
41,5 1,40 1,20 51 1,58 1,38 
51 1,42 1,22 71 1,58 1,38 
73 1,42 1,22 116 1,58 1,38 
115 1,46 1,26 158 1,53 1,33 
159 1,45 1,25 248 1,47 1,27 
247 1,36 1.16 18,55 1,02 0,82 
18,54 0,95 0,75 
e) d) 
an ay 2p 2p 
abgelesen korrigiert abgelesen korrigiert 
8,5 + 1,11 + 0,91 9,5’ + 1,20 + 1,00 
13,5 1,24 1,04 13 1,30 1,160 
17 1,41 1,21 17 1,50 1,30 
30,5 1,60 1,40 28 1,63 1,43 
36 1,64 1,44 36 1,66 1,46 
52 1,68 1,48 50 1,69 1,49 
67,5 1,68 1,48 67,5 1,70 1,50 
117 1,66 1,46 116 1,665 1,465 
157 1,60 1,40 153 1,60 1,40 
259 1,52 1,32 248 1,51 1,31 
1,01 0,81 18,5h 1,05 0,85 





18,5 
1 Nach einer Arbeit von R. Kuhn und K. Meyer, Naturwiss. 1928, 


S. 1028, diirfte diese Oxydation in Gegenwart von Blauséure nur un- 
betrachtlich sein. 


* Kigendrehung: + 0,20°. 
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Endgleichgewichte. 46 C2 a « 
J rn 
a 
n/5 HCN oe 2 
Std. AgNU3| geb. g | 
70 





a) 20 1,39 89,2 


Drehung a 
‘ee 
S 











b) 20 143 889 ‘al 
ec) 20 | 1,44 888 a 
d) 20 1,40 8941 o | 

(10 cem titriert.) ee y A Ag sol lal aa ileal 


Abb. 3. 


Die Kurven lassen ein Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit bei 
den Konzentrationen ¢) und d) erkennen. Ein Uberma® von Puffer erzeugt 
einen deutlichen ,,Salzeffekt**!. Ihm legen wahrscheinlich Ursachen 
zugrunde, die durch die kolloide Natur des Emulsins bedingt sind. 

Gleichzeitig beweisen diese Versuche, da fiir die dureh Emulsin 
bewirkte Beschleunigung der Synthese nicht eine Bindung der Benzoe- 
siure*® verantwortlich zu machen ist, denn trotz béherer Pufferungskapazitat 
in den Versuchen a) und b) sind die erzeugten Drehungen hier niedriger 
als bei c) und d) (s. auch Versuch 2a). 


Reihenfolge der Zugabe von Benzaldehyd und Blausadure 


zum Ferment und erzeugte Drehung. 





Versuch Nr. 8 9 10 
Bensaldebyd) yo) ...... | 0,086 0,052 0,052 
Pufferldsung, cem....... 30 10 10 
Gass ie a ee dC e eae 5,30 5,00 5.00 
Fermentlésung, cem. . ... . 15 10 20 
Kigendrehung .. . rer + 0,12° + 0,28° + 0,28° 
Wee GUD og kos kee a8 100 50 50 


Verwendete Fermentlésungen. 


Versuch 8: Fermentlésung UI. 
+ 9: ” a 
a 10: Fermentlésung, die durch 4 Minuten lange Behandlung der 
Lésung II mit Aktivkohle (,,Carboraffin FO‘) weitgehend 
gereinigt worden war (Adsorption der Hauptmenge der Eiweib- 
stoffe). 


1 Siehe L. Michaelis u. H. Pechstein, diese Zeitschr. 58, 320, 1913. 
2 Nordefeldt, |. c. 
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Reihenfolge der Zugabe. 
a) zuerst Benzaldehyd zugegeben, b) zuerst Blauséure zugegeben. 








Versuch |) ay ay Versuch ay a 
Nr. abgelesen _ korrigiert Nr. abgelesen | korrigiert 
Sa 9’ +0,82® +0,70° 8b 19’ + 0,839 | + 0,71° 

22 1,10 0,98 31,5 0,98 | 0,86 

32,5 1,19 1,07 | 48 | 105 | 0,938 

49 1,26 1,14 | 59 1,06 | 0,94 

60 1,28 1,16 83 1,09 0,97 

84 1,27 1,15 143 1,10 | 0,98 

) 146 1,27 1,15 18h 0,87 0,75 
18h 0,97 0,85 | 

9a 40 3,28 3,00 9b | 38 2,88 | 2,60 

] 49 3,41 3,13 48 2,97 | 2,69 

] 76 | 3,47 3,19 78 3,14 2,86 

95 3,48 3,20 96 3,16 2.88 

146 3,42 3,14 | 148 3,13 | 2,85 

10a 16,5 1,21 0,93 10b 22 0,98 | 0,70 

23.5 1,38 1,10 | 2 | 101 | 0,78 

45 1,63 1,35 H 44 1,15 0,87 

66 1,64 1,36 HI 65 1,14 | 0,86 

120 1,69 1,41 120 ae. i 0,88 

19h | 1,58 1,25 19h 1,08 | 0,80 


Die geringeren Drehungen der Versuche b) sind nicht durch ein Ver- 
dunsten von Blausaéure verursacht, denn die am Ende vorhandene Menge 
der freien Blauséure ist in zusammengehoérigen Versuchen a) und b) gleich. 

35 
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Abb. 4 
Die synthetisierende Wirkung des Emulsins. 





. Versuch Nr. 11 12 13 
tone va ee state's 0,026 0,052 0,017 
Pufferlésung, Pq — 5,30, cem. . 30 30 30 
Fermentlisung II, eem. . . . . 15 | 30 10 
Kigendrehung Pee + 0,09° + 0,15° + 0,06" 
Volumen... 200 200 200 


Mit diesen Versuchen sind zu vergleichen die Versuche 1, 2 und 3. 
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Synthetisierende Wirkung des Emulsins. 1. 61 
Versuch n/5 AgNO HCN geb. a), ay 
Nr. ecm 0% abgelesen korrigiert 
11 11,5’ 2,81 55.4 11,5’ + 0,50 +. 0.41 
21 1,91 69.4 16 0,61 0,52 
82,5 1,49 76,9 21,5 0,67 0,58 
47,5 1,24 80,7 27 0,73 0.64 
80,5 1,10 82,9 43 0,79 0.70 
46h 0,85 86,8 69 0,82 0,73 
23h 0,43 0,34 
12 2,5 4,75 26,3 7 + 1,06 0,90 
6,5 3,33 48.3 9,5 1,22 1.06 
20 1,67 74,1 16,5 1,52 1,37 
44 0,96 54,6 19 1,56 1,41 
163 0,77 88.0 23 1,58 1,43 
26h 0,71 89.0 32 1,67 1,52 
54,5 1,70 1,55 
114 1,68 1,54 
281 1,52 1,38 
Djh 1.93 | 0.89 
13 6,5 2,80 34,9 14 + 0,36 + 0,30 
16,5 1,96 54.4 20,5 0,415 0,355 
35 1,31 69,5 30 0,475 0,415 
49,5 1,08 74.9 40,5 0,515 0,455 
66 0,95 77,9 52,5 0,52 0.46 
98,5 0,92 78,6 64,5 0,53 0,47 
25h 0,69 83,9 117 0,54 0.48 
250 0,52 0,46 
20h 0,30 0.24 


In Versuch 12: 





5,00 com Reaktionsgemisch titriert 
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Versuche mit Salicylaldehyd. 


Versuch 14: a 


~~ 


Salicylaldehyd, Blausadure 


0,026 Mol 





Pufferlésung, pu 5,30 10 cem 
Fermentlésung II. 20 
Volumen eae 100 
b) wie a), aber ohne Ferment 
c) wie a), aber bei pu 5,10 
d) wie b), aber bei pu 5,10 
1) b) e) d) 
| nS |HCN, | a»S |HCN ns HON n> HCN 
; AgNO, geb AgNO; geb AgNO, geb. AgNO, geb. 
rams i aan 0 aaa 00 saline , 
26’ 3,51 45,5 27’ | 3,53 | 45,3 /107' | 1,92 (70,3 46 3,73 42,1 
| 35,5 263 592 365 261 595 110 1,92 703 105 2.23 654 
| 66,5 188 718 67,5 1,83 |71,5 188 145 77,5 1085 2,18 66,1 
70 1,85: | 71,3 71 1,89 10,7 190 133 79,4 188 1,70 | 73,6 
91 156 75,8 92 1,56 75,8 242 1,09 83,1 189 1,58 | 75,5 
100,55 1,386 789 99,5 1,49 76,9 | 271 1,03 84,0 240 1,29 | 80,0 
118 1,27 | 80,8 || 117 142 78,0 24» 1,02 84,2 | 269 1,27 80,3 
128 1,24 81,2 129 120 81,4 24h 105 83,7 
153,56; 1,10 82,9 .152 118 81,7 
154 1,04 83,9 185 1,038 84,0 
222 1,00 84,5 223 1,10 82,9 
19h OSS $86.3 19h 0,85 $6.5 





Die Versuche zeigten keine Dre 


wurden titriert. 


shungen. 


5 ecem 


Reaktionsgemisch 


‘Der Versuch ¢) zeigt gegen den Versuch d) eine sehr geringe Beschleuni- 
gung, die aber praktisch fast in die Fehlergrenze der Bestimmung fallt. 


Die Versuche a) und b) zeigen einen dem Benzaldehydversuch 2 sehr 


ahniichen Verlauf. 


Versuche mit o-Methoxybenzaldehyd. 





Versnch Nr 


o-Methoxybenzaldehyd | Mol 
Blausaure aa 
Pufferlésung, cem 

PH. 

Fermentlosung II, cem . 
Kigendrehung . 


Volumen, cem . 


l5a 


0,026 
15 
5,39 
15 
+ 0,255° 


100 


15b 


0,026 
5 
5,00 


20 


- 0,299 


59 
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a) b) 
eee ae n> | HCN ies a 
— — AgNO, ae. abgel i " 
“p D ni 0), “p “Dp 
26° —- + 0,21 — 0,045 41’ 3,30 48.8 4’ | +028 0.01 
40 0,20 0,055 77 2.46 61,8 12 0,25 0,04 
53 0,19 0,065 107 2,22 65,6 30 0,24 0,05 
97 0.17 0,085 = 163 1,86 71,1 87 0,17 0,12 
173 0,15 0,105 72h 1,10 82,9 107 0,15 0.14 
16h 0,13 0,125 157 0,135 0,145 
201 0,14 0,15 
20h 0.13 0,16 
Um zu entscheiden, ob die aufgetretene 25 cem des Reaktions- 
Drehung durch optisch-aktives Oxynitril ver- gemisches wurden mit 
ursacht wird, wurden 40 ccm des Reaktions- 15eem Chloroform aus- 
gemisches mit 20cem Chloroform  ausge- geschittelt. Drehung der 
schiittelt. Die Drehung der chloroformischen  chloroformischen Schicht 
Schicht betrug bei 22° im 2-dm-Rohr 0,15°. 0,36° (2 dm, 22°). 


Nach dem Abdampfen des Chloroforms 
wurde der Riickstand nach der Vorschrift von 
Krieble (1. ¢.) verseift. Das Verseifungsgemisch 
hatte die Drehung + 0,10° (2 dm, 22°). 


Die beobachteten Drehungen werden durch entstandenes optisch- 
iktives Oxynitril verursacht. 


Die Einwirkung des Emulsins auf Mandelsaurenitril. 





Versuch Nr. l6a 16b léic 16d 17 
Mandelsaurenitril’, g . . 3,10 3,10 1,38 1,38 0.90 
Pufferlésung, com... . 25 25 20 20 5 
SE GS pane ae 5.30 5,30 5,30 5.30 5.20 
Fermentlésung II, eem. . — 15 - 7,5 
Volumen, com ..... 100 100 100 100 57 


Der Versuch 17 stellt eine genaue Nacharbeitung eines Versuchs 
Nordefeldts* dar. 

1 In kristallisierter Form dargestellt nach A. J. Ultée, Rec. Trav. chim. 
Pays-Bas 28, 248, 1909. 

* Siehe E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 187, 491. 1923. Das Ferment - 
pulver wurde aus Lésung I mit Alkohol gefallt. 


5 Verwendet wurde 1g Fermentpulver. Eigendrehung 0,30°, bei 
Gegenwart des Oxynitrils unter den gewahlten Bedingungen 0,385°. 


Die Figendrehung des gefallten Ferments ist der GréBe nach wechselnd, 
hier wurde aus der positiv drehenden Lésung I ein negativ drehendes 
Ferment erhalten. 
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Versuch 16a Versuch 16b 
n5 AgNO, HCN geb. nj> AgNO, HCN geb. 
ecm %Jo eem at) 

14’ 0,08 99,7 13’ 0,26 97,7 
108 0,28 97,6 107 0,77 93,2 
203 0,53 95,4 204 0,79 93,2 
313 0.61 94,7 312 0,54 92,7 

22h 0,80 | 93,1 22h 0,80 93,1 

Versuch 16¢ Versuch 16d 
nis AgNO; HCN geb. nis AgNOs HCN geb. 
cem 0/5 ecm lo 

40’ 0,10 98,1 27’ 0.17 96,7 
115 0,15 97,1 118 0,34 93,4 
225 0,22 95,8 190 0,47 99,9 
230 0,24 95,4 25h 0,53 89,7 
385 0,33 93,6 
610 0,30 93,0 

29h 0,50 90,3 


Drehungen wurden nicht beobachtet. 


Versuch 17. 


Temperatur 22°. 5ccm des Reaktionsgemisches wurden titriert. 








nis AgNOs HCN frei Zp ay 
ecm 9/9 abgelesen korrigiert 
70’ 0,23 5,9 54’ — 0,43° — 0,0450 
190 0,25 6,3 80 0,47 0,085 
265 0,36 95 90 0,47 0,085 
240 0,49 0,105 


Wahrend des Versuchs wurde geschiittelt. 

Nach 4 Stunden wurde das Reaktionsgemisch mit Ather ausgeschiittelt 
und die atherische Lésung auf 30 cem eingedampft. Die Lésung hatte die 
Drehung ap) = — 0,14° (2dm, 22°), 

Nach dem Verdampfen des Athers wurde mit 30 ccm Verseifungs- 
gemisch nach Krieble (l.c.) verseift. Das Verseifungsgemisch hatte die 
Drehung ap) = + 0,44° (1 dm, 22°). 

Daraus berechnet sich eine asymmetrische Spaltung von etwa 6'),. 


i 
Zusammenfassung. 


1. Die nichtfermentative Synthese des Mandelsdurenitrils aus 
Benzaldehyd und Blausaure verliuft in wasserig-alkoholischer Losung 
dimolekular. Sie stellt eine Stufenreaktion dar: Die erste Reaktion 
besteht in der Vereinigung von Benzaldehydmolekiilen mit Cyanid- 
ionen, die zweite Reaktion besteht in der Vereinigung von Wasserstoff- 
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Synthetisierende Wirkung des Emulsins. I. 65 
ionen mit den entstandenen Oxynitrilionen. Die erste Reaktion be- 
stimmt die Geschwindigkeit der Synthese. Die Konstante der Re- 
aktionsgeschwindigkeit ist praktisch unabhingig von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 

2. Die durch die Oxynitrilese des Emulsins asymmetrisch geleitete 
Mandelsdurenitrilsynthese verlauft unabhingig von der gleichzeitigen 
nichtfermentativen Synthese. Im Gegensatz zur bisherigen Auffassung 
hat die Anwesenheit von Emulsin einen EinfluB auf die Reaktions- 
geschwindigkeit: Die Oxynitrilese des Emulsins beschleunigt die Syn- 
these des (+-)-Oxynitrils maBgeblich. Die Oxynitrilese verhalt sich wie 
ein idealer Katalysator; sie beschleunigt die hinlaufige Reaktion der 
Bildung und die riicklaufige Reaktion der Spaltung des Oxynitrils 
gleichmaBig. 


Fir die Bereitstellung von Institutsmitteln fir diese Untersuchung 
sprechen wir Herrn Professor P. Rabe unseren herzlichen Dank aus. 


Biochemische Zeitschrift Band 255. 5 
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Die reversible 
zWweistufige Reduktion von Pyocyanin und a-Oxyphenazin. 


Von 
L. Michaelis, Edgar S. Hill und Maxwell P. Schubert. 
(Aus dem ,,Rockefeller Institute for Medical Research*', New York.) 
(Eingegangen am 19, August 1932.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Konstitution des Pyocyanins, des blauen Farbstoffs des Ba- 
cillus pyoceaneus, wurde von F. Wrede und E. Strack! aufgeklart. 
Die synthetische Herstellung dieses Farbstoffs nach den Angaben 
dieser Autoren konnte von uns vollkommen bestitigt werden, und 
unsere einzige Abweichung von den Befunden dieser Autoren betrifft 
das Molekulargewicht. In friiheren Arbeiten? wurden die Griinde 
auseinandergesetzt, warum wir dem Pyocyanin nur die Halfte des von 
Wrede und Strack angenommenen Molekulargewichts zuschreiben. 
Pyocyanin ist demnach nach unserer Auffassung einfach «-Oxy-Methyl- 
phenazin. Schon Wrede und Strack erwihnen, daB bei der Reduktion 
voriibergehend eine griine Zwischenstufe vor der vélligen Entfarbung 
auftritt. Friedheim und Michaelis? fanden, daB die Zweistufigkeit 
der Reduktion um so deutlicher ausgepragt ist, je saurer die Lésung 
ist. ‘B. Elema*® erhob bald darauf denselben Befund. Die oxydierte 
Form unterscheidet sich von der intermediéren nur um ein Oxydations- 
aquivalent, und ebenso die intermediare von der reduzierten Form. 
Die gesamte Reduktion entspricht also zwei Aquivalenten, wie bei der 
Reduktion irgendeines chinoiden Farbstoffs. Daher kann die inter- 
mediire Form aufgefaBt werden als ein semichinoides Radikal mit 
einer ungeraden Zahl von Elektronen, und es ist bemerkenswert, eine 
wie bestandige Molekelart dieses Radikal, wenigstens in saurer Lé- 
sung, ist. 


1 Wrede u. Strack, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 1, 1924; 142, 103, 
1925; 177, 177, 1928; 181, 58, 1929; Ber. 62, 2051, 1929. 

2 Friedheim u. Michaelis, J. of biol. Chem. 91, 355, 1931; Michaelis. 
ebenda 92, 211, 1931. 

3 ELlema, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 50, 797, 1931. 
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Die Deutung halbchinoider Farbstoffe als Radikale wurde schon 
von Hantzsch! befiirwortet und von Weitz? energisch vertreten. Die 
von uns verwendete potentiometrische Methode erwies sich als geeignet, 
um fiir eine groBe Reihe halbchinoider Farbstoffe das gleiche Resultat 
zu erhalten. Ein Fall von diesen, die Wursterschen Farbstoffe, ist schon 
in einer besonderen Mitteilung behandelt worden®, ein zweiter Fall, 
die yy’-Dipyridyl-Farbstoffe, ist kiirzlich in dieser Zeitschrift 4 beschrieben 
worden, und mehrere andere Faille werden alsbald veréffentlicht werden. 

Die potentiometrische Untersuchung der zweistufigen reversiblen 
Oxydation, wie sie in den zwei friiheren Mitteilungen niedergelegt ist, 
leidet noch an dem Ubelstand, da8 eine strenge Theorie der zweistufigen 
Oxydation zur Zeit dieser Veréffentlichungen noch nicht ausgearbeitet 
war. Zwar konnte der Fall theoretisch streng behandelt werden, wenn 
die beiden Potentialstufen der Halbsysteme sehr weit voneinander 
getrennt waren, wie es in sehr saurer Lésung der Fall ist; und zweitens, 
wenn die Zweistufigkeit vollkommen verschwindet, wie es in sehr al- 
kalischer Lésung der Fall ist. Das dazwischenliegende Gebiet, in welchem 
zwei Potentialstufen, aber nicht scharf getrennt, sondern ineinander- 
flieBend, in Erscheinung treten, lieB ohne eine exakte theoretische 
Grundlage in der richtigen Ausdeutung zu wiinschen iibrig. In der 
Tat wird sich zeigen, daB auf Grund der inzwischen entwickelten voll- 
stindigen Theorie eine bessere, in sich geschlossene Ausdeutung der 
Befunde erméglicht ist. Um die Theorie allseitig priifen zu kénnen, 
war es vor allem nétig, die Experimente in dem mittleren pg-Bereich, 
in welchem die zwei Stufen sich mehr oder weniger iiberschneiden, 
zu vervollstandigen. Diese Experimente wurden mit Pyocyanin und 
mit dem ebenfalls von Wrede und Strack zuerst hergestellten un- 
methylierten «-Oxy-Phenazin angestellt, weil diese zwei Farbstoffe 
besser als alle anderen die Bedingung erfiillen, daB sie in allen ihren 
drei Existenzformen bestandig sind und keinen sekundiren irreversiblen 
Anderungen unterliegen. 


1. Die Theorie der zweistufigen reversiblen Oxydo-Reduktion. 


Die Theorie der zweistufigen reversiblen Oxydation oder Reduktion 
ist inzwischen an anderer Stelle® veréffentlicht worden. Zum Verstandnis 
des Folgenden soll der wesentliche Inhalt der Theorie hiermit kurz 
zusammengefaBt werden. Die drei Existenzformen eines in zwei Stufen 


1 A. Hantzsch, Ber. 49, 511, 1916. 

2 E. Weitz u. K. Fischer, Ber. 59. 511, 1916; EB. Weitz, Zeitschr. f. 
Elektrochem. 84, 538, 1928. 

3 LL. Michaelis, J. Amer. Chem. Soc. 68, 2953, 1931. 

4 Derselbe, diese Zeitschr. 250, 564, 1932. 

5 L. Michaelis, J. of biol. Chem. 96, 703, 1931. 
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reversibel oxydierbaren Stoffes mégen bezeichnet werden mit R, S, 7: 
ihre molaren Mengen mit 7, s, t. Die Substanz liege anfanglich nur in 
ihrer reduzierten Form F# vor und werde mit einem Oxydationsmitte] 
titriert. Bezeichnet man die Anfangskonzentration mit a, die jeweilig 
zugesetzte Aquivalentmenge des Oxydationsmittels mit x, so bestehen 
folgende drei Gleichungen: 
r+s+t=—a, 
8 + 2¢*=— Z, 


Hier bedeutet K die Gleichgewichtskonstante der reversiblen chemischen 
Reaktion (der Dismutation des Semichinoids) : 

38 ~~ 8+ T. 
Aus diesen drei Gleichungen kann man r, s und ¢t als Funktion von 2, 
a und K ausdriicken und erhilt folgende Lésungen: 


r= a(1+8)-Se51Y, 
s —~a.p+VY, 
t=a-Pylrypy, 
wo 
, K 
ae EE 
und 
Y a? p? + 2apr— pz’. 


Je nachdem K kleiner oder gréBer als 4 ist, gilt das obere oder das untere 
Vorzeichen vor der Wurzel!. Das Potential £ kann dann durch irgend- 
eine der folgenden drei Gleichungen beschrieben werden: 


. 3 RT t 
E Em oF In > 
oder 
" , t ey 
E E, F In — 
oder 
B— 8,422 wt. 
fk 8 


Die Konstante #, kann als das Normalpotential der ersten Stufe, 
£, als das der zweiten Stufe und £,, als das Mittelpotential bezeichnet 
werden, und es ist stets 
E,+E£, 
En ame =9 


1 Uber die partikulare Lésung fiir K = 4, wo diese Funktionen un- 
bestimmt werden, vergleiche das Original. 
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Infolge der sauren oder basischen Eigenschaften der einzelnen Sub- 
stanzen hingt der Wert von K vom py ab. Das folgende Diagramm 
(Abb. 1) zeigt, in welcher Weise das Potential von x abhaingt. In der 
Zeichnung wird a gleich 100 angenommen, die Abszisse zeigt daher x 
zwischen 0 und 200. Jede Kurve gilt fiir den angeschriebenen Wert 
von K, und die Kreise zeigen den Punkt der Kurve an, wo das Potential 
gleich £, bzw. E, ist. Fiir alle Kurven mit K 1 entspricht der Kreis 
auf der linken Seite dem Werte von £,, auf der rechten Seite dem von Ly. 
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Abb. 1. 


Die reduzierte Form einer in zwei Stufen reversibel oxydierbaren Substanz wird mit einem 
Oxydationsmittel titriert. 
Abszisse: Menge des zugesetzten Oxydationsmittels. Ordinate: Potential, in Volt, wobei das 
Potential bei halber Oxydation (Abszisse = 100) als 0 angenommen wird 
Jede Kurve gilt fiir den angeschriebenen Wert von K. 


Fir A = 1 fallen die beiden Werte von EZ, und FE, zusammen (der 
groBe Kreis in‘der Mitte des Diagramms). Kurven fiir K < 1 sind nicht 
eingezeichnet, ausgenommen die Kurve fiir K = 0, um die Ubersicht- 
lichkeit nicht zu stéren. Fiir solche Kurven (wenn K zwischen 0 und 1 
ist) wiirde, umgekehrt wie vorher, der Kreis fiir 2, auf der rechten, 
der fiir E, auf der linken Seite liegen; d. h., das Normalpotential der 
héheren Oxydationsstufe ist negativer als das der niederen. 


Bezeichnet man das Potential bei '/, bzw. '/, bzw. 3), der voll- 
stindigen Oxydation mit £;,, H,,,, Hs,,, so ist stets H,, = #,,, und 


andererseits kann man auf Grund der obigen Formeln fiir jeden Wert 
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von K die Werte von £,,, (oder E;,,) berechnen. Die Resultate dieser 
etwas miihsamen Rechnungen sind in der zitierten Arbeit in einer 
Tabelle zusammengestellt. Die GréBe H,,, — EB, ,, oder auch E;,, — BE, 
wird als das /ndexpotential E, bezeichnet. Sein Minimalwert betragt 
bei 30°C 0,0143 Volt. Dies ist der Fall, wenn K =O ist und die 
Zweistufigkeit ganz verschwindet. 

Das experimentelle Problem ist nun folgendes. Es wird eine Serie 
von Titrationsversuchen fiir verschiedene Werte von px ausgefiihrt, 
in jeder einzelnen Titrationskurve £,,,, Z,,, und £;,, durch Interpolation 
bestimmt, hieraus das Indexpotential 2; entnommen, und von diesem 
aus, mit Hilfe der erwihnten Tabelle, 2, und EF, ermittelt. Auf diese 
Weise kann man den Verlauf der drei Potentiale £,, E, und £,, fiir ein 
weites pu-Bereich ermitteln. Dies ist in gedringtester Kiirze eine Re- 
kapitulation der Theorie und der Plan ihrer praktischen Verwertung. 


2. Herstellung der Farbstoffe. 


Das benutzte Material war zum Teil eine von Herrn O. Wrede uns 
freundlichst iiberlassene Probe von «-Oxyphenazin, zum anderen Teile wurde 
es nach den Angaben von Wrede und Strack von uns hergestellt. Das Aus- 
gangsmaterial ist der unsymmetrische Monomethyl-Pyrogallolather. Wred: 
und Strack zitieren fiir dessen Herstellung nur Herzig und Pollak}. Wir 
hatten Schwierigkeiten bei der Reproduktion dieses Verfahrens, hatten 
aber Erfolg mit folgender Modifikation. 

100 g Pyrogallol und 200g Wasser werden mit Wasserstoff durch- 
strémt. Durch einen Tropftrichter wird eine Lésung von 32 g NaOH in 
80 cem Wasser und dann 120ccem Dimethylsulfat in Portionen zugefiigt. 
Die Lésung wird '/, Stunde bei 70° C gehalten und gelegentlich geschiittelt, 
nach dem Abkiihlen leicht angesiuert, wenn nétig, und sechsmal mit je 
300 ccm Ather extrahiert. Der Ather wird verdampft und das riickstandige 
Ol destilliert. Die Fraktion zwischen 240 und 280° wird gesammelt. Dieses 
Ol wird mit 800cem Benzol versetzt und einige Stunden stehengelassen., 
wodurch das unverainderte Pyrogallol auskristallisiert. Dieses wird durch 
Abfiltrieren entfernt und das Benzol verdampft. Es bleiben 60 g Ol. Dieses 
wird acetyliert durch Hinzufiigung von 120 cem getrocknetem Pyridin und 
240 ccm Essigséureanhydrid. Nach 2 Stunden wird die Mischung in | Liter 
eiskalten Wassers gegossen, und die abgeschiedene Substanz aus 250 cem 
Alkohol umkristallisiert. Man erhalt so 50g des unsymmetrischen Mono- 
methy!ldiacetylpyrogallols vom F. 85°. Dieses Produkt wird in 300 ccm 
Wasser mit 60 cem Schwefelséiure auf dem Dampfbad hydrolysiert, sechsma! 
mit Ather extrahiert, und der Atherriickstand im Vakuum destilliert. 
Die Fraktion, welche zwischen 136 und 142° bei 14mm iibergeht, wird 
gesammelt. Man erhalt so 21 g Ol, welches innerhalb eines Tages unter 
0°C aufbewahrt kristallisiert. F. 41°. 

Aus diesem Ester wurde nach der Methode von Wrede und Strack 
a-Methoxyphenazin hergestellt. Die Ausbeute nach der Umkristallisierung 
aus Alkohol betrug 10 g (F. 169°) bei Verarbeitung von 15 g des Pyrogallol- 
esters. 


1 J. Herzig u. J. Pollak, Monatsh. f. Chem. 25, 808, 1904; 25, 501, 1904. 
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ser 10g von diesem «-Methoxyphenazin wurden mit 75 ccm rauchendem 
—_ li Br 5 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und alle Stunde 25 cem H Br 
: zugefiigt. Die Extraktion nach Wrede und Strack ergab fast 7g «-Oxy- 
op 2 phenazin (F. 154°). Nach Sublimation erwies sich dieses Produkt als 
agt identisch mit dem von den Autoren beschriebenen. In bequemerer Weise 
die kann es gereinigt werden durch Lésen in wenig warmem Alkohol und Fallen 
mit Wasser. 
= Pyocyanin wurde hieraus im wesentlichen nach der Vorschrift von 
: Wrede und Strack hergestellt. Ein Reagensglas, enthaltend 1,2 g «-Oxy- 
u gensg u } 
art, phenazin und 10 ccm frisch destilliertes Dimethylsulfat, wurde 15 Minuten 
‘ion lang im Paraffinbad auf 130 bis 140° erhitzt (diese Temperatur schien uns 
em eine bessere Ausbeute zu geben als die in der Originalvorschrift empfohlene). 
iese Die Mischung wird in 400 bis 500 cem 5°,,igem Natriumcarbonat mit etwas 
. Bicarbonat aufgenommen und die Lésung wiederholt mit 
om extrahiert, das Chloroform mit verdiinnter HCl-Lésung ausgeschiittelt, 
Re- die wasserige Lésung wieder bei leicht alkalischer Reaktion in Chloroform 
ing. aufgenommen, schlieBlich wieder in angesiuertes Wasser gebracht. 
wasserige Lésung, im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und dann 
im Exsikkator eingetrocknet, hinterlaBt die Kristalle des Hydrochlorids. 
Ausbeute 1,3 g oder 80°, der Theorie. Dieses synthetische Produkt 
uns erwies sich in allen seinen Eigenschaften als identisch mit dem in der friiheren 
irde Arbeit angewendeten natiirlichen. 
g' 
Aus- 
re de Methoden. 
Wir 
tten Die Titrationsexperimente wurden im wesentlichen mit der von 
Michaelis und Flexner', sowie Michaelis und Eagle? beschriebenen 
Technik ausgefiihrt, welche sich in vielen wesentlichen Punkten an die 
in : ; , ’ : " ' 
iigt Technik von W. M. Clark® anlehnt. Die meisten Experimente waren 
telt. oxydative Titrationen des vorher reduzierten Farbstoffs. Die Reduktion 
it je wurde im ElektrodengefiB selbst vorgenommen, nach Zusatz eines 
dige Tropfens 1°,iger Lésung von kolloidalem Palladium (Praparat von 
. } 0 
aSeS . ’ ———* . » + y 
snp Theodor Schuchardt, Goérlitz) im Wasserstoffstrom. Nach Vollendung 
sen, a . . ° +s 
* der Reduktion wurde das py des Puffers mit Hilfe einer platinierten 
urch 
jeses Elektrode bestimmt, dann der Wasserstoff durch Stickstoff verdrangt, 
und bis das Potential dieser Elektrode um 90 bis 100 Millivolt positiver 
Liter geworden war. Als Oxydationsmittel wurde Chinon benutzt. 
ceem ° P . 
va Potential wurde an drei blanken Platinelektroden abgelesen, welche 
oem stets innerhalb einiger Zehntel Millivolt iibereinstimmten und _ sich 
smal sehr schnell einstellten, auBer ganz zu Anfang und ganz am SchluB 
liert. der Titration. Nach der Beendigung der Titration wurde nochmals 
ird : : , , 
so . mit Palladium und Wasserstoff reduziert und das px nochmals be- 
inte 
track 1 L. Michaelis u. L. B. Flexner, J. of biol. Chem. 79, 689, 
rung 2 L. Michaelis u. H. Eagle, ebenda 87, 713, 1930. 
allol- 3 W. M. Clark u. Mitarbeiter, insbesondere Barnett Cohen, Studies on 
Oxidation-Reduction, Public Health Reports, Washington, 
Serie von Arbeiten beginnend 1923, zusammengefaBt als Bulletin Nr. 151, 
904. Hygienic Labor, Treasury Department, 1928. 
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stimmt. Die zur Titration benutzte Biirette war dieselbe, wie sie als Be- 
standteil der weiter unten abgebildeten Abb. 2 beschrieben werden wird. 

Einige Versuche wurden auch ausgefiihrt, indem die oxydierte 
Form des Farbstoffs mit einem Reduktionsmittel titriert wurde. Als 
solches wurde der Leukokérper 
von Rosindulin GG benutzt!, unter 
Anwendung folgender Technik 
(Abb. 2). Das Rosindulin (0,5 %ige 
Lésung) befindet sich zunachst in A, 
das Pyocyanin in B. Zur Reduktion 
des Rosindulins werden einige 
Tropfen Palladiumlésung in A zu- 
gegeben und Wasserstoff durch /, 
eingelassen, wobei S, und S, offen 
bleiben und der Quetschhahn P ge- 
schlossen bleibt. Der AuslaB fiir 
den Wasserstoff ist M. Nach Be- 
endigung der Reduktion wird der 
Wasserstoff durch Stickstoff ver- 
dringt und die Biirette gefiillt. 
Dies wird erreicht, indem das Rohr 7’ 
unter die Oberflache der Fliissigkeit 
gestoBen wird und indem man bei 
M ansaugt. Dann wird S, und 8S, 
geschlossen, P gedffnet und der Stickstoff, anstatt bei /,, nunmehr 
bei J, eingelassen. Dieser EinlaB wird mit Quecksilber gedichtet. 
Nachdem das Gefa8& B geniigend mit Stickstoff durchstrémt ist, wird 
die Titration begonnen. Das Volumen der anfanglich leeren Biiretten- 
spitze unterhalb S, mu8 auskalibriert werden und sinngema zur 
Korrektur der Ablesungen beriicksichtigt werden. 

Die benutzten Puffer sind in den Tabellen angegeben. Sie wurden 
alle so eingerichtet, daB sie definitiv zwischen 0,1 bis 0,2 n an Na waren. 
Nur fiir px ~ 1,0 wurde eine reine HCl-Lésung benutzt. Fiir Diffusions- 
potentiale wurden keine Korrekturen angebracht. Alle Versuche 
wurden in einem konstanten Arbeitsraum bei 30° — 0,05° ausgefiihrt. 











Abb. 2 
Anordnung fiir die reduktive Titration. 





3. Versuchsprotokolle. 


Die Protokolle sind in den Tabellen I, II, IIT und IV und in Abb. 3 
und 4 enthalten. Tabelle I ist eine Ubersicht iiber die drei grundlegenden 
Potentialwerte E:,,, E:,,, Es, und des hieraus in oben beschriebener Weise 
abgeleiteten Werces von E,, — E, oder auch E, — E,, fiir alle pxu-Werte 
bei Pyocyanin. Tabelle II zeigt dasselbe fiir Oxyphenazin. Die Wieder- 





1 L.. Michaelis, J. of biol. Chem. 91, 369, 1931. 
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Reduktion von Pyocyanin und «-Oxyphenazin. 75 
Tabelle ITI. 
Pyocyanin. 
pu vorher: 2,912; pu nachher: 2,910. Puffer: Milchsfure + NaOH. 
Oxydative Titration mit Chinon. 
oan heme Ej= Ei), — Fi 
Chinon —e Oxydation E pir 2 i2 4 
eem 0 = £3), Ey . 
0,00 farblos 0,0 
0,095 hellgriin 3,51 + 0,0005 
0,290 10,7 + 0,0382 
0,585 21.6 + 0,0669 
(0,675) (25,0) + (0.0742) | 
0,895 dunkelgriin 33,1 + 0,0920 0.0725 
1,105 40,9 + 01287 f°" 
(1,35) (50,0) -+-(0,1467) 
1,420 helle, schmutzig-braune 52,5 + 0.1545 a 
Mischfarbe 0725 
1,740 braunrot 64.4 + 0,1950 |i" “7 
(2,025) (75,0) +(0,2192) 
2.165 noch roteres braun 80,1 + 0,2280 
2.475 purpurrot 91.6 + 0,2547 
(2,70) 100.0 


Tabelle IV. 


a2-Oxyphenazin. 


pu vorher: 1,720; pu nachher: 1,720. Puffer: n/l0 HCl. Oxydative 
Titration mit Chinon. 





u 


Chinon Farbe Oxydation zr a Fi), — Fij, 
ecm Oy E3 > I " 
0,00 farblos 0,0 
0,215 gelbgriin 16,5 + 0,9342 
(0,325) (25,0) (0.0552) 
0,330 25.3 + 0.0554 | 
0,455 grasgriin 35.0 + 0,0778 0,0865 
0,605 a 46.5 + 0,1172 | 
(0,650) (50,0) +(0,1417) 
0,765 58,8 + 0.1842 | 
0,920 mehr gelblich 70,7 + 0.2154 0,€865 
(0,975) (75.0) 4(0.2282) | 
1,095 gelb, Stich orange 84,2 + 0,2482 
1,285 deutlich vrange 98,8 + 0,3140 
(1,300) orange 100,0 


gabe aller einzelnen Protokolle wiirde zuviel Raum erfordern. Zwei 
typische Beispiele von Titrationsexperimenten wurden ausgewahlt und 
voll protokolliert, eins fiir Pyocyanin, Tabelle III, und eins fiir Oxy- 





Die eingeklammerten Zahlen sind graphisch inter- 


phenazin, Tabelle IV. 


poliert. 
Abb. 2 zeigt die drei Normalpotentiale £,, E,, E,, von Pyocyanin 


als Funktion von px. und Abb. 3 zeigt dasselbe fiir «-Oxyphenazin. 
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Abb. 3. 
Die drei Normal- 
potentiale des Pyo- 
eyanins. 
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Abb. 4. Die drei Normalpotentiale des «-Oxyphenazins. 


Die rechte obere Kurve ist eine Verliingerung der Hauptkurve. Bezeichnungen wie in Abb. 3. 
Die oxydierte Form zeigt zwei Dissoziationskonstanten, Kt, und Ay,. Die Lage von K, kann 
nur in roher Annaherung bestimmt werden. 
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Reduktion von Pyocyanin und «-Oxyphenazin. 77 


4. Die drei Normalpotentiale als Funktion der Wasserstoffionen- 

konzentration. 

Aus diesen Protokollen und Abbildungen kénnen wir fiir jedes py 
die Gr6éBe der drei Normalpotentiale entnehmen. £,,, das Normal- 
potential des Systems der voéllig oxydierten und der véllig reduzierten 
Form ist gleich E,, , das fiir 50 °% der Oxydation interpolierte Potential ; 
die Differenz E,, —-E, , oder das ,,Indexpotential™ £; gibt die Grundlage, 
um mit Hilfe der oben erwihnten Tabelie der friiheren theoretischen 
Arbeit sofort die beiden anderen Normalpotentiale zu erhalten, £, das 
Normalpotential der ersten Stufe und /, das der zweiten Stufe. Da 
diesen Berechnungen interpolierte Werte zugrunde gelegt werden, ist 
es angebracht, die Prinzipien zu besprechen, nachdenen diese Inter- 
polation ausgefiihrt worden ist. 

Im Bereich kleiner py-Werte (2 bis 3,5 bei Pyocyanin) sind die 
zwei Stufen sehr deutlich getrennt. Hier ist einfach F Ey, das 
Potential bei 25°% Oxydation, und L, = £,. Die Interpolation dieser 
zwei Punkte bietet keine Schwierigkeit, wenn nur geniigend Versuchs- 
punkte vorhanden sind. £,, kann jedoch nicht ganz mit der gleichen 
Scharfe graphisch interpoliert werden, weil die Kurve um 50% der 
Oxydation herum sehr steil ist. Die graphische Interpolation kann hier 
unterstiitzt werden durch Benutzung der Tatsache, daB F,, das arith- 
metische Mittel aus £, und £, sein muB. In Gebieten von gréBerem py 
kann jedoch auch £,, leicht direkt graphisch interpoliert werden, 
ebensogut wie Z,, und #£;,. Die Kurve mu8 symmetrisch sein, insofern 
als E£, - E,,. gleich FE, — EF, 3 sein muB. GréBere Asymmetrien 
kommen in der Tat nicht vor; kleinere bis zu 1 Millivolt wurden graphisch 
ausgeglichen. Dies gelingt meist dadurch, daB man den als 100% 
Oxydation betrachteten Punkt der Abszisse ein klein wenig verschiebt. 
Denn dieser Endpunkt der Titration schlieBt ja ebenfalls eine Inter- 
polation in sich. Man kann die Unsicherheit in der Bestimmung des 
Indexpotentials auf mehrere Zehntel, in ungiinstigen Fallen vielleicht 
sogar auf ein ganzes Millivolt veranschlagen, und es muf nun erértert 
werden, welchen EinfluB8 diese Fehlergrenze auf die Genauigkeit der 
Bestimmung der drei Normalpotentiale hat. \Vas zunachst Z,, betrifft, 
so ist die Auswirkung dieser Fehlergrenze unter allen Umstanden so 
klein, daB sie bei der graphischen Darstellung im Ma stab der Figuren 
nicht bemerkbar wire. Dasselbe gilt fiir 2, und £, innerhalb gewisser 
Grenzen, nimlich solange £, sehr viel negativer als /,,, und £, sehr viel 
positiver als #,, ist. Wenn aber die Kurven sich tiberschneiden und nun- 
mehr £, positiver als #,, wird, und /, negativer als £,, wird, hat diese 


m 


Fehlergrenze einen betraichtlichen EinfluB, so daB in einiger Entfernung 
rechts von der Kreuzungsstelle die Bestimmung von F, und P, illusorisch 
wird. Diese Erkenntnis ist nichts weiter als das Aquivalent folgender 
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selbstverstindlicher Behauptung: Wenn sich im Verlauf der Titration 
eine relativ betrachtliche Menge der semichinoiden Zwischenform 
bildet, so kann man ihre Menge relativ genau definieren und daher 
auch alle Potentiale genau bestimmen. Wenn sich aber wahrend der 
Titration die Zwischenform nur in Spuren bildet, so kann das Experiment 
nicht entscheiden, ob diese Spuren, sagen wir 0,1 oder 0,01 °%, der ge- 
samten Farbstoffmenge sind. Daher sind dann auch £, und £, nicht 
scharf definiert. Dagegen bleibt 2, welches mit diesen Spuren des 
Semichinons nichts zu tun hat, selbst unter diesen Umstanden scharf 
definiert. In den Figuren ist graphisch versinnbildlicht, welchen Einflu8 
ein Fehler von — 0,5 Millivolt in der Bestimmung des Indexpotentials 
auf £, und FE, haben wiirde. 

Betrachten wir nun den Verlauf der drei Potentialkurven in Abb. 3, 
so sehen wir, daB sie sich in einem Punkte schneiden. Rechts vom 
Schnittpunkt beginnen sie zu divergieren, werden dann aber wieder 
parallel. Dies wiirde bedeuten, daB auch noch in ziemlich groBer Ent- 
fernung rechts vom Schnittpunkt eine, wenn auch kleine Menge des 
Semichinons existenzfahig bleibt. Diese Annahme wird durch das 
Experiment bestatigt. Oxydiert man das reduzierte farblose Pyocyanin 
in sehr saurer Lésung, so geht es durch Griin nach Rot. Oxydiert man 
es bei px 6 bis 8, so entsteht zuerst ein etwas griinstichiges Blau und erst 
zum SchluB ein reines Blau (bei diesem py ist die oxydierte Form blau). 
Wenn jedoch der reduzierte Farbstoff bei py > 9 oxydiert wird, so 
erzeugt schon der erste Tropfen Chinon ein zwar schwaches, aber reines 
Blau, welches im Verlauf der Titration nur an Intensitét zunimmt. 

Wir kommen nunmehr zur Deutung des Verlaufs der einzelnen 
Kurven in Abb. 3 und 4. Dieser hangt natiirlich in der bekannten, 
von Clark und Cohen! beschriebenen Weise von den Dissoziations- 
konstanten der Farbstoffe in ihren verschiedenen Oxydationsstufen ab. 
In dem von den drei Oxydationsstufen des Farbstoffs gebildeten, 
gesamten Redoxsystem kénnen wir drei Partialsysteme unterscheiden, 
die wir als das E,-System, das £,-System und das E,,,-System bezeichnen 
kénnen. Das E,-System wird gebildet von der oxydierten und der 
intermedidren Form, das £,-System von der intermediaren und der 
reduzierten Form, und das E£,,-System von der oxydierten und der 
reduzierten Form. Das £,- und das E,-System sind je ein Einelektronen- 
system (ihre oxydierten und reduzierten Formen unterscheiden sich 
um je ein einziges Oxydationsaiquivalent); das E,,-System ist ein Zwei- 
elektronensystem. Deshalb mu8 jede Dissoziationskonstante in der 
E,- oder E,-Kurve eine Anderung der Neigung um 0,06 Volt fiir die 
pu-Einheit hervorbringen, und andererseits mu8B in dem £,,-System 


1 W.M. Clark u. B. Cohen, Public Health Report 88, 443, 1923. 
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ede Dissoziationskonstante eine Anderung der Neigung um 0,03 Volt 
fur die py-Einheit erzeugen. Fir beide Arten von Systemen gilt gemein- 
schaftlich, daB, wenn man die Kurven von links nach rechts liest, 
jede Dissoziationskonstante der oxydierten Form des _ betreffenden 
Partialsystems eine Versteilerung hervorbringen mu8, und jede Disso- 
ziationskonstante der reduzierten Form des betreffenden Partialsystems 
eine Abflachung erzeugen muB. Priifen wir daraufhin die einzelnen 
Knicke, z. B. in der £,-Kurve des Pyocyanins. Die Neigungen der 
einzelnen Abschnitte dieser Kurve sind in der Figur angeschrieben. 
\\ir finden zunachst eine Versteilerung der 0,06-Neigung zu einer 
0.12-Neigung an der mit KA, bezeichneten Stelle, entsprechend dem 
Pu 4.85. Das bedeutet eine Dissoziationskonstante der oxydierten 
Form, K, = 10°**. In der Tat ist dieses py der Umschlagspunkt 
des oxydierten Pyocyanins von Rot zu Blau, und der in bekannter 
Weise mit dem Walpoleschen Komparator angestellte Mischungsversuch 
zeigt, daB genau bei diesem px die Halfte des Farbstoffs in der roten, 
die andere Halfte in der blauen Form vorhanden ist. Ferner finden 
wir bei px 5,71 eine Dissoziationskonstante der reduzierten Form dieses 
Partialsystems, d.h. also der intermediaren Form. 

Betrachten wir ferner die £,,-Kurve, so finden wir den Knick 
fiir die Dissoziationskonstante der oxydierten Form genau bei demselben 
pu wie bei der £,-Kurve, aber die Neigungsinderung ist nur halb so 
groB, nimlich von 0,03 zu 0,06. Dagegen zeigt die F,,-Kurve keinen 
Knick bei px 4,71, in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB die 
intermediare Form kein Bestandteil des £,,-Systems ist. Andererseits 
zeigt die E,-Kurve den Knick bei 5,71 an, aber im umgekehrten Sinne 
wie bei der £,-Kurve, weil die intermediare Form fiir das £,-Partial- 
system die oxydierte Stufe darstellt. Diese Beispiele werden den Leser 
instand setzen, alle Knicke in den Figuren zu deuten. Der Verlauf der 
einzelnen Kurven lat sich zusammenfassend durch folgende Glei- 
chungen ausdriicken: 


Fiir Pyocyanin: 


- } H*}+ K, 
Em - 0,107 — 0,03 log H*)((H* K,) 
kK, 
E, — 0,161 — 0,06 log He K. 
, ; (H*}]+ K, 
E, 0,162 — 0,06 log We Ti He K) , 


K, 10 4,85, 
K, 10°5,71, 
i, = 


10-926, 
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Fiir «-Oxyphenazin: 


Em + 0,205 + 0,06 [log H*] — 0,03 log ({H* |? 5 Ky. -(H*]4 K, ‘ K,, ), 
E, 0,052, 
(zwischen pu O und 4). 
, - 0,355 + 0,06 log [Ht : 
2 | Ht] ; K,, 


(zwischen pu 0 und 4). 
K,, 1071,44, 
K,, 
kK, 1() 10,88, 


K, nicht genau bestimmbar. 


10 10,0, 


Die Kurven in Abb. 3 und 4 sind nach diesen Formeln berechnet 
Die beobachteten Punkte, soweit die Fehlergrenzen der Methode klein 
sind, decken sich mit den Kurven befriedigend: Die ganze Kurve fiir 
und die links von der Uberkreuzungsstelle liegenden Abschnitte von 
£, und £,. Die gréBeren Fehlergrenzen ausgesetzten Punkte fiir /, 
und £, rechts von der Uberkreuzung sind mit den gezeichneten Kurven 
zum mindesten vertraglich. 

Alle Dissoziationskonstanten sind in Form von Sauredissoziations- 
konstanten ausgedriickt, auch wo es sich etwa um die basische Disso- 
ziation von N-haltigen Gruppen handeln sollte, nach dem von Bjerrum ', 
von Michaelis und Mizutani? und besonders von Brénstedt? eingefiihrten 
Prinzip. Eine basische Dissoziationskonstante nach der alten Nomen- 
klatur, k,, steht zu der Konstante in neuer Nomenklatur, £,, in der 
Beziehung k, = k,,/k,, wo k,, das lonenprodukt des Wassers ist. 

Es mége noch darauf hingewiesen werden, da} im stark alkalischen 
Gebiet bei Pyocyanin eine Dissoziationskonstante nur der reduzierten 
Form zu erkennen ist, wihrend bei «-Oxyphenazin sich auch eine solche 
der oxydierten Form bemerkbar macht. Dies wird verstandlich, wenn 
man bedenkt, daB8 Oxyphenazin in einer tautomeren Form denkbar ist, 
welche eine OH-Gruppe enthalt, wihrend Pyocyanin in dieser Form 
undenkbar ist. 


O 0 
N N OH . 
N N N 
CHy H 

Pyocyanin. Zwei tautomere Formeln fiir 


a-Oxyphenazin. 


1 N. Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 119, 39, 1923. 
2 L. Michaelis u. M. Mizutani, ebenda 116, 135, 1925. 
8 J. N. Brénstedt, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 42, 718, 1923. 
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Im allgemeinen bilden sich bei der Reduktion chinoider Farbstoffe 
die semichinoiden Zwischenstufen nicht in erkennbarer Menge. Im Bilde 
der hier entwickelten Theorie der zweistufigen Reduktion bedeutet das: 
In der Regel ist bei chinoiden Farbstoffen £, viel positiver als E,, 
oder die anfanglich erwaihnte Gleichgewichtskonstante der Semichinon- 
bildung, A, ist fast gleich 0, und jedenfalls viel kleiner als 1; oder auch: 
Bei der Oxydation der reduzierten Form bildet sich die zweite Stufe 
der Oxydation leichter als die erste. Nur in besonderen Fallen ist die 
Zweistufigkeit erkennbar, und zwei solcher besonderen Fille, der des 
Pyocyanins und des x-Oxyphenazins, sind in dieser Arbeit zur Demon- 
stration ausgewaihlt worden. Ob die Zweistufigkeit des Pyocyanins 
fiir den Stoffwechsel des Bazillus eine Bedeutung hat, ist bisher nicht 
erkennbar. 

Zusammenfassung. 


Eine vor kurzem auf thermodynamischer Grundlage ausgearbeitete 
Theorie der reversiblen zweistufigen Oxydoreduktion wird experimentell 
auf die Farbstoffe Pyocyanin und «-Oxyphenazin angewendet. In 
einem zweistufigen Redoxsystem kann man drei partiale Normal- 
potentiale unterscheiden. Es wird gezeigt, in welcher Weise dieselben 
miteinander und mit dem py in Beziehung stehen, ferner wird erértert, 
inwieweit die gewéhnliche einstufige Reduktion chinoider Farbstoffe 
ein Grenzfall der zweistufigen ist. 
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Uber die Ausniitzung des atmosphirischen Stickstoffs durch 
keimende Hiilsenfruchtsamen. III. 


Von 
Nerina Vita und Remo Sandrinelli. 


(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir industrielle Chemie 


Bologna.) 
(Eingegangen am 6. September 1932.) 


Neuere Versuche haben uns die Méglichkeit, durch bestimmte 
Stoffe auf die grundlegenden enzymatischen Assimilations- und Respira- 
tionsvorgange der Pflanzen (1) einzuwirken, gezeigt und die Anwesenheit 
einiger Stoffe, die gewisse enzymatische Funktionen unterdriicken und 
andere steigern kénnen, festgestellt (2). Hieraus ergab sich uns ein Weg, 
um die gewéhnlich latenten oder von anderen entgegengesetzten 
aktiveren Prozessen verdeckten Vorginge zu erforschen. 

Die mit Kohlenoxyd ausgefiihrten Versuche, das den Assimilations- 
prozeB zu hemmen, dagegen den AtmungsprozeB einiger Pflanzen zu 
erregen vermag, lieferten Ergebnisse, die unser Interesse erweckten. 


Als wir in vollkommen steriler Umgebung Lupinensamen in einer 
Atmosphiare, die verschiedene Mengen von CO enthielt, keimen lieBen, 
konnten wir beobachten, daB die Atmosphire gegen den zehnten Tag an 
Stickstoff verarmte; die Bestimmungen des totalen, in verschiedener Weise 
in den Samen gebundenen Stickstoffs bestatigten, daB die Samen unter 
diesen Bedingungen den elementaren Stickstoff zum Aufbau von Stickstoff- 
produkten ausnutzen kénnen. Diese systematisch ausgefiihrten Versuche 
fiihrten auBerdem zu den folgenden Ergebnissen: 1. Die Ausnutzung des 
elementaren Stickstoffs ist von irgendwelcher bakteriellen Wirkung voll- 
stindig unabhangig. 2. Sie zeigt sich immer. wenn der Sauerstoffgehalt 
1°., nicht iibersteigt, das Kohlenoxyd aber eine héhere Konzentration als 
10°,, aufweist; sie nimmt mit der Steigerung des Kohlenoxydgehaltes der 
Atmosphire zu. Der Maximumwert des Stickstoffs wurde in 60°, Kohlen- 
oxyd enthaltender Atmosphare, und zwar 1,88 g auf 100 g Trockensubstanz 
mit einem Anfangswert von ungefahr 5,30 g erhalten. 3. Diese N-Aufnahme 
findet bei derselben Behandlung unterworfenem Mehl (von gemahlenen 
Samen) nie statt, sie ist also an den LebensprozeB der sich entwickelnden 
Samen gebunden. 4. Der Vorgang findet nie im Dunkeln statt. 

Diese Versuche lieBen annehmen, da der auf enzymatische Tatigkeit 
zuriickzufiihrende Vorgang nicht von der Anwesenheit des CO verursacht. 
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sondern stets in der Pflanze verlaufen mu8, er wurde nur von dem benutzten 
Gas gesteigert und bemerkbar gemacht; es zeigte sich also die Méglichkeit, 
da8 das Kohlenoxyd auf die Funktionen, die die Aufnahme des elementaren 
Stickstoffs leiten, eine Reizwirkung ausiibt, und man konnte auf die Méglich- 
keit des Vorhandenseins anderer Stoffe, die eine ahnliche Wirkung aus- 
iiben, schlieBen. 

Die in Gegenwart von Alkaloiden ausgefiihrten Versuche (4) haben 
gezeigt, daB unsere Vermutung richtig war. Man konnte feststellen, daB 
sowohl Kaffein wie Strychnin in bestimmten Konzentrationen und unter 
verschiedenen Bedingungen der Beleuchtung und O,:-Konzentration bei 
keimenden Lupinen-, Pferdebohnen- und Erbsensamen die N-Aufnahme 
anzuregen vermégen, wodurch die enzymatische Wirkung, durch welche 
der elementare Stickstoft an die organische Substanz gebunden wird, 
sichtbar wird. Die Versuchsergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen : 

I. Die Stickstoffaufnahme findet sowohl bei Lupinen wie bei Pferde- 
bohnen und Erbsen immer in Anwesenheit des Kaffeins oder des Strychnin- 
nitrats in Konzentrationen, die zwischen | und 2°, schwanken, statt. 

II. Sie erreicht charakteristische Optimumwerte, je nach den Samen- 
arten, der Konzentration des Reizmittels und dem Sauerstoffgehalt der 
umgebenden Atmosphare. Gew6dhnlich nimmt sie mit der Abnahme des 
Sauerstoffgehaltes zu, aber sie hat, im Gegensatz zu dem Verhalten bei 
Kohlenoxyd, noch einen Wert, der den Anfangswert um 20", iibersteigt, 
auch in einer Atmosphare, die 20°,, Sauerstoff enthalt (Versuche mit 
Luftdurchstrémung). 

Ill. Es wurde nachgewiesen, daB der Maximumwert des Stickstoff- 
gehaltes (auf Trockensubstanz bezogen) einer bestimmten Periode des 
Pflanzenlebens entspricht, die fiir die verschiedenen Pflanzenarten ver- 
schieden ist (fast immer 2 Tage fiir Erbsen, 24 Tage fiir Lupinen usw.). 

IV. Die Absorption erfolgt in diesem Falle auch im Dunkeln. 

V. In diesen Versuchen wurde auBerdem beobachtet, daB nach einer 
gewissen Zeitperiode, in welcher der Prozentgehalt des Stickstoffs bis zur 
Erreichung des Maximums stufenweise zunahm, eine Periode folgte, in 
welcher die Pflanze einen Teil des zuvor aufgenommenen Stickstoffs verlor 

Diese Tatsache zeigte deutlich, daB es sich nicht um eine einzige, sondern 
um verschiedene gleichzeitig verlaufende Erscheinungen handelt, die von 
den verschiedenen Reizmitteln in verschiedener Weise beeinfluBt werden 
und von welchen wir nur die Resultante erhalten konnten. 

Man konnte andererseits nach den Versuchen mit Strychnin, in welchen 
die Pflanzen eine vollstaéndig normale Entwicklung zeigen, nicht mehr daran 
denken, daB die Absorption des Stickstoffs an Erscheinungen gebunden 
ist, die sich aus einem kiimmerlichen und abnormen Leben der Leguminosen 
ergeben (man hatte dies in der ersten Zeit nach den Versuchen in Anwesen- 
heit von Kohlenoxyd vermutet), sondern wir erkannten, daB das Phinomen 
auch in der Natur, und zwar durch entgegengesetzte Wirkungen verdeckt, 
auftritt. Unter den verschiedenen Substanzen, die in verschiedenen Kon- 
zentrationen im Ackerboden enthalten waren, konnten sich einige finden, 
die den Fixationsvorgang des Stickstoffs und andere, die den entgegen- 
gesetzten Vorgang katalysierten, und diese Substanzen konnten sich zu- 
falligerweise in solchen Mengen finden, da®B die Aufklaérung dieser Ver- 
haltnisse 4uBerst schwierig war. 

Man konnte natiirlich in dieser Hinsicht nur durch genaue Versuche 
in vollstandig steriler Umgebung, mit verschiedenen Leguminosenarten, 
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verschiedenen Metallsalzen, verschiedenen Konzentrationen derselben und 
verschiedener Dauer der Bebauung Klarheit schaffen. 

Es ist bekannt (5), daB meistens dasselbe Metallsalz je nach seiner 
Konzentration auch fiir eine und dieselbe Pflanze als starkes Gift 
oder wertvolles Reizmittel wirken kann. Unsere Aufmerksamkcit 
war vor allem auf die Frage gerichtet, ob ein Metallion bei keimenden 
Leguminosensamen einer bestimmten Art das Phinomen der Stickstoff- 
assimilation zu katalysieren vermége, und ob sich bei denselben Samen 
diese Ausnutzung bei verschiedenen Konzentrationen derselben Ionen 
verandert; ferner war zu bestimmen, welche Konzentration derselben 
Ionen eine Wirkung auf die verschiedenen Leguminosensamen ausiibt. 

Einige allgemeine Beobachtungen tiber die mit Eisen- und Mangan- 
salzen erhaltenen Ergebnisse wurden in einem kurzen Bericht auf dem 
IV. Italienischen KongreB der angewandten Chemie, Rom 1932 (6) 
erwihnt. Wir teilen hier die an Lupinen-, Pferdebohnen- und Erbsen- 
samen erhaltenen Ergebnisse mit, die wir in Anwesenheit von ver- 
schiedenen Mengen von Eisen-, Mangan-, Magnesium- und Kalium- 
sulfat unter verschiedenen Bedingungen der Beleuchtung und der 
Sauerstoffkonzentration verschiedene Zeit lang keimen lieBen. 

Auch diesmal wurde die Sterilisierung der genau gewogenen Samen 
erst mit Bromwasser, dann mit Bromdampf sehr sorgfaltig ausgefiihrt. 

Anmerkung: Die Sterilisierung mit Bromwasser ist immer die wirkungs- 
voliste, da sie eine Samenschwellung, die das Eindringen des Broms er- 
laubt, verursacht. 

Die in Petri-Schalen auf Watte gehaltenen Samen (5) wurden danach 
in den Glocken mit Bromdampf sterilisiert. Der Bromdampf wurde dann 
mit filtrierter Luft verdrangt. Auf die Samen wurde dann die zu priifende 
Lésung als Reizmittel gegossen. 

Die Kontrollproben lieferten uns den Nachweis, dai keine bakterielle 
Wirkungen vorhanden waren; dies ergab sich iibrigens schon aus der Tat 
sache, dafs der Stickstoff auch wahrend der ersten Tage intensiv absorbiert 
wird; man kann also die Wirkung nicht dem Bacillus radicicola zuschreiben, 
da die Wiirzelchen noch sehr wenig entwickelt sind. 

Die Stickstoffbestimmung geschah, wie in den friiheren Versuchen, 
immer nach der Methode von Kjeldahl-Ulsch; bei dieser Gelegenheit scheint 
es uns niitzlich, zu erwahnen, da mit dieser Methode kleine Fehler vor- 
kommen kénnen (wenn die Ubertiihrung des Stickstoffs der Chinolin- 
verbindungen in NH, nicht stattfindet); es erschien uns aber die Anwendung 
der Methode von Dumas nicht zweckmaBig: da wir den Stickstoff in einer 
aus Watte, durchtrinkender Fliissigkeit, keimenden Samen, getrennten 
Schalen usw. bestehenden heterogenen Masse bestimmen miissen, waren 
héchstwahrscheinlich die dureh Trocknung und Fraktionierung  ver- 
ursachten Fehler viel gréBer als die sich bei der Ajeldahl-Ulsch-Methode 
ergebenden. Dieselbe Methode wurde iibrigens bei der Stickstoffbestimmung 
der Samen zu Anfang des Versuchs verwendet; daher hat ein méglicher 
Fehler fiir uns fast keine Bedeutung. 

Die Stickstoffbestimmung erfolgte auch in dieser Versuchsserie bei 
den Erbsen 7, 11 und 13 Tage, bei den Lupinen 8, 15 und 24 Tage nach der 
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Aussaat. Das Eisen , das Mangan- und das Magnesiumsulfat lieferten gute 
Ergebnisse’, wie man aus den unten mitgeteilten Daten ersehen kann 
betreffs der zur Ausnutzung des atmosphirischen Stickstofts fiihrenden 
Reizung der Pflanzen bei derseiben Salzkonzentration, sowohl bei den 
Erbsen- wie bei den Lupinensamen. Bei Kaliumsulfat sah man dagegen, 
da die Konzentrationen von 0,168 und 0,041 g-lon pro Liter Erbsensamen 
stark reizen, dagegen vollstindig wirkungslos bei Lupinensamen sind, die 
sich unter denselben Bedingungen der Sauerstoffkonzentration, des Lichtes 
und der Temperatur befanden. Die Konzentration von 0,041 g-lon pro Liter 
bewirkte nur kleine Zunahmen des Stickstoffprozentgehaltes, und wir haben 
deswegen unsere Versuche mit verdiinnteren Lésungen desselben Salzes 
ausgefiihrt. Die Versuche mit Kaliumsulfat in den Konzentrationen von 
0,0448 und 0,0112 g-Ion pro Liter lieferten bei Lupinensamen gute Er- 
gebnisse. 

Dies war auch selbstverstandlich, da wir wissen, daB die Reizwirkungen 
von Metallsalzen bei derselben Konzentration desselben Salzes fiir die ver- 
schiedenen Pflanzen verschieden sind. 

Das eigentiimliche Verhalten der Kaliumsalze scheint uns sehr inter- 
essant zu sein, und wir méchten untersuchen, ob diese Substanzen, die in 
gewissen Konzentrationen als Katalysatoren wirkungslos sind, nicht in 
diesen Konzentrationen Katalysatoren fiir die umgekehrte Reaktion, in 
welcher der gebundene Stickstoff abnimmt, darstellen. Man versucht jetzt 
zu beweisen, was schon teilweise Richards und Normann (7) gelungen ist, 
dai einige Pflanzen tatsachlich unter bestimmten Bedingungen der Um- 
gebung und der Entwicklung den gebundenen Stickstoff in elementaren 
iiberzufiihren vermdégen. 

Wie bei den tritheren Versuchen schien es uns auch diesmal angebracht, 
Versuche mit verschiedenen Sauerstoffmengen, d. h. in  verschlossenen 
Glocken, wo sich infolge der Prozesse der Aufnahme und der Atmung 
(15 Samen in einem Raum von 14 Litern) eine Atmosphire mit ungefahr 
8°, Sauerstoff einstellte, und in Glocken, in welchen filtrierte Luft 
zirkulieren konnte, wo also 20°,, Sauerstoff: vorhanden war, auszufiihren. 

Es wurden auch Versuche in verschlossenen, im Dunkeln gehaltenen 
Glocken ausgefiihrt, um den EinfluB8 des Lichtes bestimmen zu k6énnen. 
Die erhaltenen Ergebnisse sind in den beigefiigten Tabellen zusammen- 
gefabt. 

Aus den angefiihrten Daten sieht man klar, daB die Aufnahme 
des elementaren Stickstoffs durch die Leguminosen in Gegenwart 
von bestimmten Mengen einiger Metallsalze sich von derjenigen in 
Gegenwart des Kohlenoxyds und der Alkaloide stark unterscheidet. 
Wiahrend der Stickstoffgehalt in Gegenwart des Kohlenoxyds und in 
sauerstoffarmer Umgebung bis zum 26. Tage staindig und regelmabig 
zunimmt und dann bis zum 30. Tage unverindert bleibt, wahrend 
dieser Stickstoffgehalt in Gegenwart von Alkaloiden bei Lupinen 


' Es ist unwahrscheinlich, da8 das Anion eine bemerkenswerte Wirkung 
ausiibt, ohgleich es in dieser Versuchsserie immer dasselbe war. In einer 
anderen Versuchsserie wird man sehen kénnen, ob die verschiedenen Anionen 
die Ausnutzung des Stickstoffs in den Pflanzen in verschiedener Weise 
beeinflussen oder nicht. 
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gewohnlich bis zum 24. Tage und bei Erbsen bis zum 11. Tage zunimmt, 
um dann bei Lupinen bis zum 30. Tage und bei Erbsen bis zum 13. Tage 
stark abzunehmen, ist der Vorgang in Gegenwart der von uns ver- 
wendeten verschiedenen Metallsalze verschieden und viel weniger 
regelmaBig. Je nach der Art und Menge des Salzes, der Sauerstoff- 
konzentration, den verschiedenen Beleuchtungsbedingungen, veraindert 
sich der Stickstoffgehalt in verschiedener Weise, so daB der maximale 
Stickstoffgehalt bei den Lupinen manchmal am 8., manchmal am 15. 
und auch am 24. Tage, und bei Erbsen manchmal am 7., manchmal am 
11. und auch am 13. Tage nach der Aussaat gefunden wurde. In fast 
allen diesen Fallen sieht man auBerdem, da dieser Stickstoffgehalt 
zwischen maximalen und minimalen Werten schwankt. 

Dies hingt nach unserer Meinung von der groBen Zahl der gleich- 
zeitig und verschiedenartig durch die (in den verschiedenen Perioden 
der Pflanzenentwicklung und bei den verschiedenen Umgebungs- 
bedingungen, in welchen diese sich befinden und von welchen wir nur 
die Endresultante beobachten kénnen) Metallsalze beeinfluBten enzy- 
matischen Wirkungen ab. Die von verschiedenen sehr komplexen 
Wirkungen bedingte Endresultante scheint uns von héchster Wichtigkeit 
zu sein, da sie die Tatsache beweist, daB in der Natur die Pflanzen 
immer, bei jedweder Beleuchtung und Atmosphare, nicht nur die Auf- 
nahme des atmospharischen Stickstoffs katalysierende Substanzen, 
sondern auch solche, die den gebundenen Stickstoff in elementaren 
umbilden kénnen, zur Verfiigung haben. Es wird interessant sein, 
trotz der mannigfaltigen Schwierigkeiten, durch ein genaues Studium 
und zahlreiche Versuche unter verschiedenen Bedingungen der Um- 
gebung, der Temperatur und der Konzentration zu bestimmen, welche 
Faktoren die Ausnutzung des atmosphirischen Stickstoffs steigern, 
nicht nur bei den keimenden Samen, sondern auch bei schon erwachsenen 
Pflanzen. Es ware dann vielleicht méglich, dieses Phinomen von 
praktischen Gesichtspunkten aus zu betrachten und durch Verwendung 
von bestimmten katalysierenden Substanzen im Ackerbau den Ertrag 
wesentlich zu steigern. 

Das Studium der Stickstoffaufnahme in Gegenwart der schon 
gepriften und anderer K6érper wird unter verschiedenen Umgebungs- 
bedingungen usw. fortgesetzt. 
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Uber die kolorimetrische Bestimmung des Peptongehalts 
von Bakteriennihrfliissigkeiten. 


Von 
E. Gubareff und E. Sergejewa. 


(Aus der biochemischen Abteilung des staatlichen Instituts fiir Mikro- 
biologie in Saratow.) 


yy 


(Eingegangen am 7. September 1932.) 


Die Peptone bilden die Hauptmasse der in den meisten Bakterien- 
nihrbéden enthaltenen EiweiBstoffe. Bakteriologen sind fast die 
einzigen Abnehmer fiir die industriell hergestellten Peptone. Und doch 
verfiigen wir, trotz der uns beim Studium der Physiologie und Bio- 
chemie der Bakterien so haufig begegnenden Notwendigkeit einer 
quantitativen Erfassung der in den Nahrstoffen enthaltenen Peptone 
iiber keine Methode einer direkten Bestimmung der Peptone; diese 
Prozedur wird nach Méglichkeit vermieden. Die vorhandenen Methoden 
zur quantitativen Peptonbestimmung sind zu kompliziert und zu zeit- 
raubend, am gebrauchlichsten sind die folgenden: 


1. Fraktionierte Fallung aus der kein natives Eiweif enthaltenden 
Nahrbouillon mit nachfolgender Bestimmung des in der betreffenden 
Fraktion enthaltenen Stickstoffs nach Kjeldahl. Die dabei zur Anwendung 
gelangenden Fallungsreagenzien fallen gew6hnlich neben Peptonen auch 
andere Substanzen: so bilden Phosphormolybdansiure und Phosphor- 
wolframsiaure Niederschlaige mit einer Reihe von Aminosiuren, mit Arginin, 
Histidin und Lysin. Andere Fallungsmittel fallen die Peptonfraktion nur 
unvollstandig, weil die Peptone infolge der Mannigfaltigkeit ihrer Struktur 
in verschiedenem Grade zur Niederschlagsbildung neigen. Man muB be- 
denken, daB alle kauflichen Peptonpraiparate, sowohl die durch Pepsin- 
verdauung als die durch Séurehydrolyse aus Eiwei®stoffen hergestellten, 
aus Gemischen verschiedener Albumosen und Peptone bestehen. 

2. Fast die gleichen Nachteile besitzen die Methoden, die den Pepton- 
gehalt aus einer Differenz ableiten; als Beispiel diene folgende Methode: 
Man bestimmt in der kein natives Eiweif enthaltenden Niahrbouillon den 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl und zieht davon den nach van Slyke oder 
nach Sérensen mittels Formoltitration bestimmten Aminostickstoff ab; 
diese Differenz wird auf den Peptonstickstoff bezogen. 

Die bei der Methode von van Slyke verwandte salpetrige Séiure und 
der in der Sérensenschen Methode verwandte Formaldehyd reagieren aber 
nicht nur mit den «-Aminogruppen der Aminoséuren, sondern zum Teil 
auch mit denen der Peptone. 


Diese Erwaigungen rechtfertigen zur Geniige unseren Versuch, 
die Biuretreaktion zur quantitativen Bestimmung der EiweiBabbau- 
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produkte — der Albumosen und Peptone — heranzuziehen. Diese 
Reaktion besitzt nach unserer Meinung fiir den vorliegenden Zweck 
viele Vorziige: 

1. Die Biuretreaktion gestattet eine scharfe Trennung der Amino- 
siuren von den Peptonen, da sie von Aminoséuren nicht erzeugt wird. 

2. Biuretreaktion gebende EiweiBkérper kénnen durch so einfache 
Prozeduren wie Kochen bei einem bestimmten px der Nahrfliissigkeit 
leicht aus der Lésung entfernt werden. 

3. Zahlreiche Bakteriennahrbéden enthalten kein natives EiweiB, 
so da} in den meisten Fallen vorheriges EnteiweiBen wegfallt. 

4. Die Biuretreaktion erlaubt als Farbenreaktion die Anwendung 
der Kolorimetrie. 

Es ist bemerkenswert, daf die beim Studium der Proteopeptolyse 
so oft angewandte Biuretreaktion auch in bakteriologischen Unter- 
suchungen eine Anwendung gefunden hat?. 

Auch fiir die quantitative EiweiBbestimmung im Urin ist die Biuret- 
probe in der Hillerschen Modifikation der Methode von Autenrieth benutzt 
worden *. 

Methodik. 

Als Ausgangsmaterial fiir den folgenden Versuch diente eine Lésung 

von bis zur Gewichtskonstanz getrocknetem Witte-Pepton. 


Tabe ile q. 


Die Standardlésung enthalt 100 mg Pepton in 70 cem. An diesem Volumen 

sind n NaOH mit 5cem, m/10 CuSO, mit 1,5cem beteiligt. Volumen 

und Gehalt an NaOH und CuSQ, sind in der zu analysierenden und in der 
Standardlésung gleich. 





Pepton in mg Fehler 
zugesetzt gefunden mg 0 

87,5 81,1 6.4 7,42 
75,9 68,2 6,8 9.06 
62.5 D61 64 10,20 
52,0 48,8 3,2 6.15 
37.5 37,7 0,2 0.54 
25,0 24. 0,2 0,80 
17.5 14,3 3,2 18.30 

Durehsehnitt 3,8 7.49 


Der Bestimmungsfehler liegt also zwischen 1,2 und 6,8 mg bzw. 
zwischen 0,54 und 18.3%. Die gréBte Genauigkeit wurde bei einem 
Gehalt von 37,5 bis 25,0 mg Pepton erzielt. Das quantitative Verhaltnis 


1 


Starges u. Rettger, Bacterial autolysis. J. of Bact. 1923. 
2 Miinch. med. Wochenschr. 64, H. 8, 241, 1917; Proc. of the Soc. for 
Exp. Biol. and Med. 24, 385, 1927. 
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von CuSO, und Pepton spielt fiir die Kolorimetrierung eine grofe 
Rolle; die beiden letzten in der Tabelle angefiihrten Proben lieBen 
sich nur schwer mit der Standardprobe vergleichen, da diese violett 
war, wihrend die zu analysierenden Léisungen infolge eines Uber- 
schusses von Cu(OH), einen blauen Farbton aufwiesen. In den folgenden 
Versuchen (‘Tabelle I] und III) wurde das Verhiltnis von CuSO, zur 
Peptonmenge konstant gehalten. 


Tabelle II, 
Peptonstandardlésung: 100 mg Pepton in 70 cem; von diesem Volumen 
entfallen 5cem auf n NaOH und 2,0 cem auf m/10 CuSO, Volumen und 
NaOH-Gehalt der zu analysierenden und der Standardlésung sind gleich. 





m/10 CaSO, ||___ Feptonmenge in mg satillaendaeettaenn 

em3 zugesetzt gefunden mg O/5 
1,75 87,5 81,1 6,4 7,42 
1.50 75.0 69.3 5,7 7,60 
1,25 62,5 57,6 53 8.48 
1,00 59.0 48.9 3 2,20 
0.75 37,5 37,7 02 0.53 
0,50 25,0 24,8 0,2 0,80 
0,25 17,5 15,3 2,2 12,56 

Durehsehnitt 3,01 5.65 


Die in der Tabelle II zusammengestellten Versuche geben genauere 
Resultate als die in Tabelle I wiedergegebenen, was auf das konstante 
Verhailtnis von Kupfersulfat und Peptonmenge zur ickzufiihren ist. 


Tabelle Ill, 


Zum Versuch wird Fleischpeptonbouillon genommen. Das Pepton wird 
mit 10° iger Phosphormolybdansaiurelésung in Anwesenheit von 1°, 
H,SO, und 0,5"), Na,SO, ausgefallt. Fallungsreagens ist im Uberschu8 
zugegében worden. Aus der im Niederschlag nach der Methode von Kjeldahl 
bestimmten Stickstoffmenge wird der Peptongehalt berechnet (Koeffizient 
6,25). Stickstoff: I = 0,173°, und IT = 0,175”, im Durchschnitt 0,174°,,, 
Peptongehalt = 1,087°,,.. Als Standardlésung werden 9,2 ccm Bouillon 
entsprechend 100 mg Pepton gencommen. Das zu untersuchende Material 
entstammt derselben Bouillon. 








m/10 CuSO, Peptoninmg = bate ‘Feber fe ; inl 
em3 zugesetzt gefunden mg 9/9 
1,75 87,5 84.5 3,0 3,44 
1,50 75,0 70,6 44 5,86 
1,25 62,5 60,0 2,5 4,00 
1,00 50,0 49,6 0,4 0,80 
0,75 37,5 36,5 1,0 2,67 
0,50 25,0 23,1 1,9 7,20 
0,25 17,5 17,7 0,2 1,14 

Durehschnitt 1,8 3,85 
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Kolorimetr. Best. d. Peptongehalts von Bakterienfliissigkeiten. 9] 


Erforderliche Reagenzien. 


1. Standardlésung, enthaltend 100 mg Pepton, 5cem n NaOH und 
2ecm m/10 CuSO, in einem Gesamtvolumen von 70 cem. Vor Verdunsten 
geschiitzt, ist diese Lésung ohne sonstige VorsichtsmaBnahmen haltbar. 

2. n NaOH. 

3. m/10 CuSO, 

Gang der Bestimmung. 

Zu 10cem 0,5 bis 1,0°, Pepton enthaltendem Bakteriennihrboden 
kommen 40 ccm destillierten Wassers, 5ccm n NaOH und 2ccem m/10 
CuSO, Man fiillt das Gemisch auf 70 ccm mit Wasser auf und laBt es 
nach der Durchmischung 3 bis 5 Minuten stehen. Der kolorimetrische 
Vergleich dieser Lésung mit der Standardlésung wird im Kolorimeter von 
Dubosq vorgenommen. 


Zusammenfassung. 


1. Die von uns ausgearbeitete Methode der kolorimetrischen Be- 
stimmung des Peptongehaltes von Bakteriennahrbéden beruht auf der 
Biuretreaktion; sie gibt gute Resultate sowohl in bezug auf die Ge- 
nauigkeit als auch hinsichtlich der Schnelligkeit der Ausfiihrung. 

2. Der Fehler der Bestimmung betrigt (siehe Tabelle I1I) durch- 
schnittlich 3,85 %. 

3. Es ist wichtig, auf die Konstanz des Verhiltnisses der Kupfer 
sulfat- und Peptonmenge zu achten (Tabelle I und IIT). 


Die Reaktion des Formaldehyds mit Glykokoll. 


(Ein Beitrag zum Studium der Bedingungen der Anatoxinbildung.) 


Von 


E. Gubareff und A. Bystrenin. 


(Aus der biochemischen Abteilung des staatlichen Instituts fiir Mikro- 
biologie in Saratow.) 


(Eingegangen am 7. September 1932.) 


Das Problem der gegenseitigen Wirkung von Aldehyden und Amino- 
siuren zieht aus vielen Griinden die Aufmerksamkeit auf sich. Trotz 
der breiten Anwendung dieser Reaktion in der Chemie der EiweiBkérper 
ist sie nicht geniigend erforscht. Das wesentlichste Interesse ist aber 
dadurch gegeben, daB zur Gewinnung von Anatoxinen hauptsichlich 
Formaldehyd benutzt wird. 


Nach der 1924 ver6ffentlichten Arbeit von Ramon, der Formaldehyd 
mit Ertolg zur Gewinnung von ungiftigem Antigen aus Diphtherietoxin 
angewandt hat, wurde Formaldehyd zur Darstellung entsprechender 
Substanzen aus anderen Giften herangezogen: dazu gehéren Scharlach- 
toxin, Gift des Botulismus, Tetanustoxin, Dysenterie-, Gasgangran-, 
Schlangengift und andere. Das Interesse der Forscher fiir diese Fragen 
wird dadurch illustriert, daB die fiihrenden immunologischen Zeitschriften : 
Zeitschrift fiir Immunitatsforschung und ,,Journal of Immunology“ 
fast in jeder Nummer einen oder mehrere den Anatoxinen gewidmete 
Artikel enthalten. 

Das Wesen der durch Formaldehyd bedingten Umwandlung des Toxins 
in einen nicht giftigen, gut immunisierenden Stoff ist noch nicht geklart, 
weil die chemische Natur der Toxine nicht bekannt ist. Viele meinen. 
daB die Reaktion nach den Typus HCOH + Aminosaure verliuft. Um 
so weniger scheint es uns iiberfliissig, den chemischen Reaktionen nach- 
zugehen, welche beim Entstehen von Anatoxin beteiligt sind, zumal das 
Anatoxin zur Immunisierung gew6hnlich nicht in reinem Zustande ver- 
wandt wird, sondern im Gemisch mit Bouillon, in der die Diphtheriekultur 
gewachsen ist, mit einem nach Umwandlung des Toxins tibrigbleibenden 
Uberschu8 von Formaldehyd und mit Substanzen, die infolge der Einwirkung 
des Formaldehyds auf die EiweiBabbauprodukte im Nahrboden entstehen. 
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Ein mehr oder weniger bedeutender Teil des freien Formaldehyds bleibt 
immer nach der Entstehung des Anatoxins iibrig, selbst dann, wenn Form- 
aldehyd in sehr niedrigen Konzentrationen angewandt wird. Andererseits 
verzogert die Anwendung kleiner Konzentrationen den Prozeb des ,.Reifens* 
(der Entstehung) des Anatoxins stark; daher war man bestrebt, die Form- 
aldehydkonzentration zu erhéhen, um den Ablauf der Reaktion zu_be- 
schleunigen. 

Als Ausweg aus diesem Dilemma haben Kulikow und Kompanejez 
(1927) vorgeschlagen, Acetaldehyd statt Formaldehyd zu benutzen. 
Nach der Meinung der Autoren kann man den UberschuB von Acet- 
aldehyd durch Durchblasen von Luft entfernen, sie bringen aber keine 
Beweise fiir die Vollstandigkeit dieses Prozesses. Die Reaktion des 
Nahrbodens, bei der die Bildung von Anatoxin stattfindet,, spielt schon 
deshalb eine ziemlich wesentliche Rolle, weil das Toxin bei einem be- 
stimmten px inaktiviert wird: bei pa = 5,0 nach Hollawer (1925), 
bei pa = 5,5 nach Walbum (1925), bei px = 4,7 nach Barikin, Kulikow 
und Mitarbeitern (1926). Groer hat festgestellt, daB das Diphtherietoxin 
ala amphoterer Elektrolyt seine Eigenschaften in Abhangigkeit vom px 
radikal andert. Bei einem py unter 5 und iiber 12 ist es unwirksam. 
In diesem Zusammenhang ist wichtig, daB die Reaktion zwischen 
Formaldehyd und Aminosiéure von einer starken Verschiebung des py 
des Nihrbodens nach der sauren Seite begleitet ist. Die Vermutung, 
daB der Ubergang des Toxins in Anatoxin eine Folge der Veranderung 
des px des Nahrbodens ist, hat sich nicht bestatigt, denn das durch 
Ansiuern inaktivierte Toxin erwirbt von neuem seine giftigen Eigen- 
schaften bei der Herstellung der optimalen Reaktion, wihrend Anatoxin 
bei Anderung der Reaktion nicht wieder in Toxin iibergeht; auBerdem 
bildet sich Anatoxin bei alkalischer Reaktion, deren py nicht unter 7,4 
liegt. Die vorliegende Mitteilung dient der Aufgabe, die Abhangigkeit 
des Ablaufes der Reaktion HCOH + Aminosiuren von den verschie- 
denen quantitativen Verhiltnissen der reagierenden Stoffe und von der 
Reaktion des Nahrbodens zu erforschen. 


Methodik. 


Die Reaktionsgemische bestanden aus chemisch reinem Glykokoll 
(Kahlbaum) von genau festgesetzter Konzentration und aus kauflichen 
Formalinlésungen, deren Konzentration durch Titration nach der von 
Orlow 1904 beschriebenen jodometrischen Methode eingestellt wurde. 
Diese Mischungen wurden in zugekorkten und mit Paraffin abgedichteten 
Reagensglasern in einem Thermostaten von 38° untergebracht. Die in den 
Tabellen angegebenen Mengen der Aminoséuren sind durch Bestimmung 
des Amidostickstoffs nach der Methode von van Slyke ermittelt worden. 
Zur Berechnung der Formaldehydmenge wurde von der Anfangskonzentra- 
tion des Formaldehyds die der Abnahme der Aminosiure aquivalente 
Menge abgezogen. Es wurde von uns dabei angenommen, da 1 g-Mol 
Aminosaure in der Verbindung 1 g-Mol Formaldehyd entspricht. Diese 
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Annahme beruht auf den Untersuchungen von Hugo Krause, der fand, 
da8 aus Formaldehyd und Glykokoll kein Methylenglycin, sondern ein 
Stoff mit der empirischen Formel C;H,,0; N, entsteht, dessen Eigenschaften 
folgender Struktur entsprechen : 


CH,NHCH,COOH 
CHOH 


\ 


CH,NHCH,COOH 


Die quantitative Bestimmung der bei der Reaktion verbrauchten 
Substanzen beweist, daB auf ein Molekiil Formaldehyd ein Molekiil Glykokoll 
kommt. An der Reaktion ist der in kiuflichem Formalin immer vorhandene 
Methylalkohol nach folgender Gleichung beteiligt: 


2 CH,NH,COOH + 2CH,O + CH,OH = C;H,,O;N, + 2 H,O. 


Tabelle I. 


Urspriingliches Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehyd: Glykokoll 
= 15:1. px nach 1 Tag = 5,6. 





Glykokollkonzentration HCO H-Konzentration 





sal g-mol. 9/5 Pie g-mol. %5 
0 0,0878 100 1,34 100 

0.0555 63,2 | 1,3077 97,5 

3 0,0564 64,2 1,3086 97,6 

6 0,0516 58,8 1,3038 97,2 

10 0,0493 56 1,3015 97,1 
15 0,0484 5D 1,3006 97,05 
50 0,0482 54,9 1,3004 97,04 

Tabelle II. 


Urspriingliches Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehyd : Glykokoll 
= 12:1. px nach 1 Tag = 5,7. 





Glykokollkonzentration HCO H-Konzentration 





Tage 

g-mol. 5 g-mol. 0/5 

0 0,0878 | 100 1,072 100 
1 0,0617 70,3 1,0459 97,5 
3 0,0595 | 67,8 1,0437 97,2 
6 0,0562 64 1,0904 97,5 
10 0,0557 63,4 1,0399 97,5 
15 0,0561 63,9 1,0403 97,3 
50 0,0561 63,9 1,0403 97,3 
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Tabelle III. 


Urspriingliches Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehyd : Glykokoll 
= 9:1. pu nach | Tag = 5,8. 





H COH-Konzentration 


Glykokollkonzentration 


Tage ~~—---~- ---—-- —--- — - 
g-mol. Vo g-mol. 0 
0 0,0878 100 0,804 100 
1 0,0643 73,2 0,7805 97,07 
3 0,0642 73,1 0,7804 97,06 
6 0,0642 73,1 0,7804 97,06 
10 0,0618 70,4 0,7780 96,7 
15 0,0617 70,3 0.7779 96,7 
50 0,0611 69,6 0,7773 96,6 


Tabelle IV. 


Urspriingliches Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehyd : Glykokoll 





= 6:1. px nach 1 Tag = 6,2. 
Glykokollkonzentration CHOH-Konzentration 
— a+ ® | _— | %% 
0 0,0878 100 0,536 100 
1 0,0695 79 0,5177 96.5 
3 0,0704 80 0,5186 96,7 
6 0,0691 78,7 0,5173 96,5 
10 0,0686 78,0 0,5168 96,4 
15 0,0689 78,5 0,5171 96,4 
50 0,0676 77,0 0,5158 96,2 


Tabelle V. 


Urspriingliches Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehyd : Glykokoll 





= 3:1. px nach | Tag = 6,4. 
Glykokolikonzentration H CO H-Konzentration 
Tage ne . 
g-mol. 9/9 g-mol. 0 
0 0,0878 100 0,268 100 
1 0,0821 93,5 0,2623 97,8 
3 0,0800 91,0 0,2602 97,4 
6 0,0810 92,0 0,2612 97,4 
10 0,0798 90,9 0,2600 97,01 
15 0,0769 87,6 0,2571 95,5 
50 0,0771 87,8 0,2573 96,007 
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Tabelle VI. 
Urspriingliches Verhaitnis der Konzentrationen Formaldehyd : Glykoko. 
= 1,5:1. pu nach | Tag = 6.4. 








Glykokollkonzentration H CO H-Konzentration 
lage “ 
g-mol. 0/9 g-mol. 0 
0 0.0878 109 0,134 100 
] 0.0863 98,2 0,13825 95,5 
. 3 0,0848 96,6 0.104 77,6 
| 6 : 0.0853 97,0 0,1099 81.5 
i 10 0,0858 97,7 0,1095 81,6 
15 — — 
50 
: Tabelle VII. 
| Urspriingliches Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehyd : Glykok 
= 0,76: 1. pu nach | Tag = 6.6. 
Glykokollkonzentration H COH-Konzentration 
Tage $$ $$ ________—_- 
g-mol. Oly g-mol. 0 
0 0.0878 100 0,067 100 
1 0.0892 101.6 0,067 100 
3 0.0896 102.0 0,967 100 
6 0,0897 102,1 0,0671 100 
10 0,0884 100.6 0.0658 96,7 
15 - - _ — 
50 — _- -- 


Die TabellenI bis VII zeigen, daB das Verhaltnis der Konzen- 
tration des Formaldehyds zu der der Aminosiuren eine groBe Rolle 
fiir den Zeitpunkt des Eintritts des Gleichgewichts spielt. In der Ta 
‘belle [ist das urspriingliche Verhaltnis der Konzentrationen Formaldehy 


der urspriinglichen Glykokollmengen in die Reaktion eingetreten. 
Es ist zu beachten, daB der gréBte Teil davon im Verlauf der ersten 
Tage reagiert: von 45,1° des in 50 Tagen gebundenen Glykokolls 
treten im Verlauf der ersten Tage 36,8 % in die Reaktion ein, wihrend 
die gesamte Reaktion 15 Tage erfordert. Bei der in den folgenden 
Tabellen wiedergegebenen Verainderung des Verhaltnisses der Konzen- 
trationen tritt das Gleichgewicht schneller ein. So war z. B. bei einem 
Konzentrationsverhaltnis | Formaldehyd : Glykokoll = 12,1 (1,072 
: 0,0878) von 37,6°% der Gesamtmenge des gebundenen Glykokolls 
in den ersten Tagen 29,7°% gebunden, das endgiiltige Gleichgewicht 
stellte sich in 10 Tagen ein (Tabelle Il). In dem Versuch der Tabelle II 
war bei einem Verhiltnis 9:1 (0,804: 0,0878) in einem Tage 26,8 °%, 
Glykokoll bei einer Gesamtmenge von 30,4°, gebunden, und das 
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Heichgewicht stellte sich in 10 Tagen ein. In diesem Falle fanden wir 
‘ine unbedeutende Verainderung vom 10. bis zum 50. Tage: 70.4 bis 
69,6, aber eine solche Abnahme liegt innerhalb der Fehlergrenzen des 
Versuchs, was durch die Tabelle VI] bewiesen wird, wo sogar eine 
Zunahme der Glykokollmenge vorgetaiuscht wird: nach 3 Tagen fand 
ich 101,6%, nach 6 Tagen 102°, der urspriinglichen Menge. Schwan- 
<ungen dieser Art fiihren wir auf Versuchsfehler zuriick, die nach unseren 
Penbachtungen 2 bis 3%, betragen. 
Tabelle VI (Verhaltnis 6:1) bietet uns dasselbe, noch starker 
epriagte Bild: das Gleichgewicht stellt sich in 24 Stunden ein. 
von der Tabelle V an beobachten wir ein ausgesprochenes Abklingen 
‘es Prozesses. In derselben Zeit, in der die in Tabelle I] wiedergegebene 
Aeaktion 37,6 °%, der Gesamtmenge des Glykokolls verbrauchte, wurden 
m dritten Versuch (Tabelle III) 30,4 °, in dem Versuch der Tabelle IV 
3°, in dem der Tabelle V (Verhaltnis 3: 1 oder 0,268 : 0.0878) 12,3 ° 
* Glykokollgesamtmenge verbraucht. In den Tabellen VI und VII 
die Reaktion nicht mehr nachweisbar. Das Verhaltnis der Konzen- 
ionen ist hier 1,5: 1 oder 0,134: 0,0878 (Tabelle VI) und 0,76: 1 
- 0,067 : 0,0878 (Tabelle VII). ' 
Mit dem umgekehrten Verhaltnis der Konzentrationen, wobei die 
mzentrationen des Glykokolls die Konzentrationen des Formaldehyds 
iberstiegen hatten, haben wir keine Versuche angestellt. Die Bedeutung 
der Konzentration der Stoffe fiir den Ablauf der Reaktion wird in der 
Arbeit von S. P. L. Sérensen behandelt, der aus der Arbeit H. Schiffs 
Beweise fiir die Abhaingigkeit des Ablaufs der Reaktion des Form- 
aldehyds mit Alanin von der Konzentration der reagierenden Stoffe 
(der Wassermenge) anfiihrt. Bei jeder Bestimmung wurde 0,089¢ 
Alanin und 0,2 cem 40° ig. HCOH verwendet. Nach unserer Be- 
rechnung entsprechen die gewahlten Konzentrationen 0,001 Mol 
Alanin und 0,08 g Formaldehyd. 
H. Schiff beachtete nicht die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion in der Reaktion: 


CH, CH, 

| | 

CHNH, +HCOH — CHN—CH, + H,0 
| 


COOH KOH COOK H, 0 


Sérensen schreibt aus diesem Grunde: ..Es ist leicht verstandlich, daB 
eine Verminderung der Wassermenge oder eine Vermehrung der Formol- 
menge die oben angefiihrte Umsetzung von links nach rechts verschieben 
kann, ein Zusatz von Kaliumhydroxyd hat aber ganz dieselbe Wirkung*. 


Fiir die Versuche mit Formoltitrierung verwandte Sdrensen auf 
20 cem n/10 Serinl6sung 50 ccm kéufliches Formalin (m 10 geléstes 
Serin und 13 Mol HCOH-Lésung. Das Verhaltnis betrug ungefahr 
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1 : 300. Es unterliegt keinem Zweifel, daB in unseren oben beschriebenen 
Versuchen auch der Konzentration der H’-Ionen eine groBe Bedeutung 
zukommt, obgleich in ihnen das py unbedeutend schwankt: von 
5,6 in der Tabelle I bis 6,5 in der Tabelle VII. Die folgende Versuchs- 
serie ist speziell der Frage der H’-Ionenkonzentration bei der Reaktion 
des Formaldehyds mit Glykokoll gewidmet. 

Die Gemische fiir die Versuche, die in den Tabellen VIII bis XX wieder- 
gegeben sind, bestehen aus 6ccm m/5 Lésung von Glykokoll (Kahlbaum) 
+ 3cem NaOH- oder HCl-Lésung von verschiedenen, aus den Tabellen 
ersichtlichen Konzentrationen + 6ccm 19,8°,ig. HCOH. Das Gesamt- 
volumen der Reaktionsgemische betragt 15 ccm. 



































2 Tabelle VIII. 
n NaOH. 
Glykokollkonzentration *, H COH - Konseutration 
Tage <— nie ee —— PH 
g-mol. 0/5 g-mol. 0/, 
0 0,080 100 2,64 100 
1 0,0348 44.5 2,5948 98,3 > 84 
3 0,0216 27,0 2,5816 97,78 8,2 
5 0,0224 28,0 2,5824 97,8 7,7 
11 0,0150 18,75 2,5750 97,5 7,2 
31 0,0973 9,1 2,5673 92,2 6,7 
Tabelle IX. 
n/2 NaOH. 
Glykokollkonzentration H CO H-Konzentration 
Tage eames — sac saamsiteys Siac iteincnacameacaats PH 
g-mol. Oly g-mol. 5 
0 0,080 100 2,640 100 — 
1 0,0359 44.9 2.5959 98,7 74 
3 0,0292 36.5 2,5892 98,07 7,5 
5 0,0224 28,0 2,5855 97,9 1 
11 0,0150 18,75 2,5783 97,6 7.0 
31 0,0073 9,1 2.5669 97,2 6,3 
Tabelle X. 
n/5 NaOu. 
Glykokolikonzentration HCOH-Konzentration 
Tage a“ — Pu 
g-mol. 0/5 g-mol. > 
0 0,080 | 400 2,64 100 as 
1 0,0356 44.5 2.5956 98,3 6.0 
3 0,0266 33,25 2.5866 97,9 5.6 
5 0,0265 33,1 2.5865 97,9 5,2 
11 0,0179 22,4 2.5779 97.6 4,8 
31 0,0078 9,75 2.5678 97.2 - 
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Tabelle XJ. 





























ung i n/10 NaOH. 
von 
-hs- Glykokollkonzentration H © O H-Konzentration 
2 ‘ ; Tage eg a ee a "es PH 
1on i: g-mol. 05 g-mol. 
0 0,080 100 2.64 100 
der- 1 0,0401 50,0 2, 6001 98,4 4,8 
um) 3 0,0351 43,9 2.5951 98,3 44 
llen 5 0,0315 39,0 2.5915 98,1 4,4 
ali 11 0,0233 29.0 2.5833 97,8 4.0 
31 0,0203 25 2.5803 97,7 4,0 
Tabelle XII. 
n/50 NaOH. 
Glykokolikonzentration HC OH-Konzentration 
Tage i a ee ol, oe a Se es ee PH 
g-mol. 04 g-mol. 
0 0,080 100 2.64 100 — 
1 0,0462 57,75 2.6062 98,7 4,2 
3 0,040 50,0 2.6000 98,4 3,5 
5 0,0375 47,0 2.5975 98,4 | oo 
11 0,0363 45,4 2.5963 98,3 3,6 
31 0.0305 38.0 2.5905 98,1 3.6 
Tabelle XIII. 
n/100 NaOu. 
Glykokollkonzentration HC OH-Konzentration 
Tage eR tap es PH 
g-mol. 0 g-mol. 
0 0,080 100 2.640 100 —- 
1 0,0450 5,6 2.6050 98,6 4,0 
3 0,0413 51,6 2.6013 98,5 3,8 
5 0,0383 47,9 2.5983 98,4 3,7 
11 0.0392 49 2.5992 98.4 3,5 
31 0.0366 45,75 2.5966 98,3 3.4 
Tabelle XIV. 
H, O. 
Glykokollkonzentration H COH-Konzentration 
Tage — y iC eine encanta: abies emaes pH 
g-mol. %»5 g-mol. 0, 
0 0,080 100 2.64 100 — 
1 0.0454 36,75 2.6054 98,6 3.8 
3 0.0444 55.5 2 6044 98.6 3.7 
5 0.0458 57,25 2. 6058 98.7 3.6 
11 0,0451 56,4 2. 6051 98,7 3.4 
31 0.0407 50.9 2.6007 98,5 3.4 
c* 
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Tabelle XV. 
n/1000H Cl. 





Glykokollkonzentration H CO H-Konzentration 


























Tage —- a —s PH 
g-mol. | 9/9 g-mol. 0/9 
0 0,080 100 2,64 100 — 
1 0,0489 61,1 2,6089 98,8 3,8 
3 0,0436 54,5 2.6036 98,7 3,7 
5 0,0466 58,25 2,6066 98,7 3,6 
11 0,0455 56,9 2.6055 98,7 3,4 
31 0,0417 52,1 2,6017 98.5 3,4 
Tabeile XVI. 
n/100 1H Cl. 
Glykokolikonzentration H COH-Konzentration 
lage a ee ee ee _— 7 PH 
g-mol. 0/5 g-mol. 9/5 
0 0,080 100 2,64 100 — 
l 0,0518 64,75 2,6118 98,9 3,7 
3 — — — “= 3,6 
5 0,0474 59 2.6074 98.7 3.5 
11 0,0445 55.6 2.6045 98,6 3,4 
31 0,4130 51,6 2.6013 98,2 3,4 
Tabelle XVII. 
n/50 HCl. 
Glykokollkonzentration HCOH-Konzentration 
Tage — + stati aac mccain PH 
g-mol. 04 g-mol. 09 
0 0,080 100 2.64 100 — 
1 0.0509 63,6 2.6109 98,8 3.6 
3 0,0499 62,4 2,6099 98,8 3,6 
5 0,0474 59,25 2.6074 98,7 —_ 
11 0,0451 56,4 2.6051 98,6 3,4 
31 0,0452 56,5 2.6052 98.6 83 
Tabelle XVIII. 
n/20 H Cl. 
Glykokollkonzentration HCOH-Konzentration 
Tage “eek gnion: ace ng ~yicmaiete me or pu 
g-mol. 05 g-mol. %lo 
0 0,080 100 2.64 109 — 
1 0.0520 65 2,6120 98,8 3,4 
3 0,0495 62 2.6095 98,8 3,4 
5 0,0479 59,9 2.6079 98,7 —_— 
11 0,0455 56,9 2.6055 98,6 3,2 
31 0,0450 56,25 2.6050 98.6 3.0 
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Reaktion des Formaldehyds mit Glykokoll. 


Tabelle XIX. 
n/10 H Cl. 





Glykokollkonzentration 


H COH -Konzentration 








Tage — ‘a Ce — pu 
g-mol. 9 \} g-mol. 01 
0 0,080 100,0 2.64 100,0 
l 0,0529 66,1 2.6129 98,97 3,1 
3 0,0521 65,1 2.6121 98,94 3.0 
5 0,0520 65,0 2.6120 98,93 3,0 
11 0.0480 60,0 2.6080 98,78 2.9 
31 0,0483 60,38 2.6083 98,8 2.9 
Tabelle XX. 
n/5HCI. 
Glykokollkonzentration H COH-Konzentration 
Tage ‘iicemamacmmmenes mee Pu 
g-mol. 95 g-mol. 0), 
0 0,080 100,0 2.64 109.0 
1 0,0527 65,9 2.6127 98,96 2,8 
3 0,0520 65 2.6120 98,94 2.7 
Hs) ae — - - 
11 0,0523 65,4 2.6123 98,95 2.7 
31 0,0520 65 2.6120 98,94 2.7 


In den Versuchen der Tabellen VIII bis XX ist das Verhaltnis der 
Konzentration des Formaldeiyds zu der des Glykokolls tiberall = 33: 1, 
es bestehen nur Unterschiede in der Konzentration der H’-Jonen. 
Wie man aus den Tabellen ersieht, hat das py des Milieus fiir den Ablauf 
der Reaktion eine groBe Bedeutung. Bei py = 8,4 (bestimmt nach einem 
Tag) (Tabelle VIII) ist nach einem Monat 9,1°%, der urspriinglichen 
Menge Glykokoll iibrig geblieben. Ungefahr das gleiche Bild haben 
wir in den Tabellen 1X und X, obgleich das nach einem Tage bestimmte 
pu des Reaktionsmilieus ziemlich groBe Unterschiede aufweist: 7,7 
(Tabelle IX) und 6,0 (Tabelle X). Beginnend mit der Tabelle XI 
(px nach einem Tage = 4,8) andert sich das Bild radikal, entsprechend 








Menge des Glykokolls 


abelle nach ei Tage nach 31 Tagen in °,) der 
7 caniearaieeniilinies eupelagiidies Menge 
XII 4,2 38,0 
XI 4,0 45,7 
XIV 3,8 50,9 
XV 3,8 52,1 
XVI 3,7 51,6 
XVII 3,6 56,5 
XVIII 3,4 56,3 
XIX 3,1 60,4 
XX 2.8 65,0 
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der hier herrschenden stark sauren Reaktion. Nach demselben Zeit- 
abschnitt wie oben, d. h. nach 1 Monat, ist hier 25°, der urspriinglichen 
Glykokollmenge iibriggeblieben. In allen weiteren Tabellen steigt die 
H’-lonenkonzentration und dementsprechend finden wir eine Ver- 
anderung der Menge des fiir die Reaktion verbrauchten Glykokolls. 

Fiir alle Tabellen kann konstatiert werden, daB von der Gesamt- 
menge der in der Reaktion gebundenen Substanzen der gréBte Teil 
auf der. ersten Tag entfallt, daB aber das Gleichgewicht in allen Versuchen 
nicht gleichzeitig eintritt. Die folgende Zusammenstellung charak- 
terisiert den ProzeB in dieser Beziehung. 








Glykokoligehalt in °'9 der ursprtinglichen Nach wieviel Tage Unterschied | 
Tabelle ne Menge ie das zwischen dem Be- 

nach einem Tage nach 31 Tagen Gleichgwicht ein? nach 31 Tagen 
Vill 44.5 9,1 31 (2) 35.4 
IX 44.9 9,1 31 (7) 35.8 
Xx 44.5 9.5 31 (7) 34,7 
XI 50.0 25.0 31 (7) 25,0 
XII 57,8 38,0 31 (7) 19.8 
XIII 56,0 45,8 5 10,2 
XIV 56,8 50,9 1 59 
XV 61,1 52,0 3 9.1 
XVI 64,8 51,6 11 (?) 13,2 
XVII 63,6 56.5 5 (7) 7,1 
XVIII 65,0 56,3 5 (7) 8,7 
XIX 66,1 60,4 11 5,7 
XX 66,0 65,0 1 1,0 

Ergebnisse. 


1. Das urspriingliche Verhaltnis der Konzentration des Form- 
aldehyds und des Glykokolls beeinfluBt nicht nur die Menge der in der 
Reaktion gebundenen Stoffe, sondern auch die Schnelligkeit, mit der das 
Gleichgewicht erreicht wird. 

2. Alkalische Reaktion des Milieus erhéht die Menge der in die 
Reaktion eintretenden Stoffe bedeutend, verzégert aber den Eintritt 
des Gleichgewichts. 

Literatur. 

1) Bergmann, Max, M.Jacobsohn u. H. Schotte, Hoppe-Seylers Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 131, 18, 1923. — 2) Groer, diese Zeitechr. 138, 13, 34, 1923. — 
3) S. P. L) Sérensen, ebenda 7, 51, 1908. 4) Sdrodowskii, Zeitschr. f. 
Mikrobiol. u. Immunobiol. 8, H. 2. 
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Uber das Milchsaurebildungsvermégen der Gewebe. 


Von 


Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 8, September 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem die Pharmakologie die Giftwirkungen in der Richtung 
auf ihren Angriffspunkt hin untersucht und damit einen Einblick in 
die Erscheinungsformen der Funktionsanderung gegeben hat, erfordert 
ihr weiterer Aufbau eine Aufklarung der feineren Vorgange, die diesen 
Funktionsanderungen zugrundeliegen kénnen. Jeder normale Funktions- 
ablauf ist aufzufassen als eine geordnete Aufeinanderfolge verschiedener 
chemischer und physikalischer Prozesse, jede Funktionsinderung durch 
Krankheit oder chemische Agenzien muB in diese Folge von chemischen 
und physikalischen Reaktionen eingreifen. 

Die chemischen Vorgange sind in erster Linie Fermentreaktionen 
an deren Zustandekommen Ferment, chemisches Substrat und 
kolloidale Struktur beteiligt sind. Welcher dieser drei Faktoren be- 
troffen ist, kann zunachst auBer acht gelassen werden. Es wird also 
darauf ankommen, den Ablauf bestimmter, gut definierter und tunlichst 
getrennt zur Untersuchung gebrachter fermentativer Vorgange unter 
der Einwirkung von chemischen Anderungen des Milieus zu untersuchen 

Die Grundlage dafiir muB die Kenntnis des normalen intermediaren 
Stoffwechsels sein. Der Gegenstand der folgenden Untersuchungen 
war, zunachst die anaerobe Bildung der Milchséure aus im Gewebe pra- 
formierten und aus zugesetzten Kohlenhydraten zu verfolgen, um so 
Einblicke in die verschiedenen Méglichkeiten des Kohlenhydratstoff- 
wechsels zu gewinnen. Dabei zeigte sich jedoch bald, daB die Milch- 
saurebildung aus einem Kohlenhydrat nicht der einzige MaBstab fiir 
seine Verwertung durch das Organ sein kann, sondern daB noch andere 
Abbauwege vorhanden sein miissen. Es war daher notwendig, Bilanz- 
versuche anzustellen, bei denen die bekannten anderen Zwischen- 
produkte des Kohlenhydratstoffwechsels mit erfaBt wurden. 
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Diese Untersuchungen muBten an mdéglichst vielen verschiedenen 
Organen durchgefiihrt werden, weil geniigend Hinweise dafiir vor- 
handen sind, daB die chemischen Leistungen der einzelnen Organe 
sehr wesentlich voneinander abweichen. Erst nach tunlichster Einsicht 
in das physiologische Geschehen ist eine Beurteilung der pharma- 
kologischen Einfliisse méglich. 


Inhaltsiibersicht. Seite 

Ga ae ee Bs ds ee ee a eS a p> 
1. Allgemeine Versuchsanordnung ............ . . 104 

2. Bestimmung der Milehefure.........s+«6s-s-«0 « 1065 

B. Milchséurebildung aus Kohlenhydraten . .. . . . 0... 106 
i. Quergestronfte Miasiculatur. . . 2... sect tt ttt we OB 


a) Skelettmuskulatur . . . . 106 


b) Muskulatur von Zwerchfell. Zunge und Oesophagus. . . . 110 


By eI or i es ee et es ce ew ee we se 

oy Gee ES Bw cK ee hee tc te se oe we 
RS gai ae rr ede ere ee ar rn eee | 
oe ie a eee re 
De ENN ee SA 32sec he «ern 2d eae in ls 

Oe I i ieieea eA ek aol Sle oe eek aoe ede GD 
ES ee a Oe ee ee ee ee 

®. Beniiddrime und Nebenmiere. . .. .. 2 sce ce te svnse o 123 
ee a re 


A. Methoden. 
1. Allgemeine Versuchsanordnung. 


Als Untersuchungsmaterial dienten vorwiegend die Organe von Kanin- 
chen und Hund, ferner von Frosch und Katze. Die Organe wurden sofort 
nach Tétung des Tieres und Entfernung von Bindegewebe und Fett durch 
eine 'Fleischmaschine getrieben bzw. mit der Schere fein zerschnitten. Die 
zu den Versuchen verwendete Menge Gewebebrei war je nach Art der unter- 
suchten Verbindungen und der Menge Ausgangsmaterial verschieden. Im 
allgemeinen hatten die Versuche folgende Zusammensetzung: 2 bis 5g 
Gewebebrei, 10 bis 13cem Phosphatpufferlésung, m/7,5 PO,, px = 7,0. 
10 cem Wasser. ‘ 
Statt Wasser (Kontroll- oder Nullversuch) wurden in Zusatzversuchen 
Lésungen der zu untersuchenden Substanzen zugegeben. 
Des besseren Verstaéndnisses wegen sei die Zusammensetzung einer 
Versuchsserie angegeben : 
1. Nullversuch: 2,5 g Gewebe, 12,5 ccm Phosphatpufferlésung, 10 ccm 
Wasser. 

2. Hauptversuche: 2.5g Gewebe, 12,5cem Phosphatpufferlésung. 
5eem Wasser, 5cem Glucose (1°,) bzw. Fructose, Glykogen. 
hexosediphosphorsaures Natrium. 


Die Menge Suspensionsfliissigkeit war bei allen Versuchen derselben 
Versuchsserie gleich. Der Gewebebrei wurde in weithalsige Glaschen von 
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60cem Inhalt gefiillt, sodann wurden die iibrigen Zusaétze hinzugegeben 
und die Versuchsansatze mit der Olpumpe evakuiert, um eine Mitwirkung 
von Sauerstoff bei den Versuchen auszuschlieBen. Die GefaBe kamen 
darauf fiir die Dauer des Versuchs, fiir 2 bis 3 Stunden in das Wasser eines 
Thermostaten von 38°C. Die Fermenttatigkeit wurde dann durch Zusatz 
von Sublimat-Salzséiure unterbrochen, beim direkten Versuch zu Versuchs- 
beginn. 

Die zugesetzten Kohlenhydrate kamen in 1°,iger Lésung zur An- 
wendung,. hexosediphosphorsaures Natrium entsprechend seinem geringeren 
Hexosegehalt in 2”,iger Lésung. Die untersuchten Kohlenhydrate waren: 

1. Glucose, Merck, reinst, fiir Infusionen, 

2. Lavulose, reinst, Merck, 

3. Glykogen, Scheering, 

4. hexosediphosphorsaures Natrium (Candiolin-Natrium)!. 

Der Gehalt der Versuchsansaétze an Glucose war mithin 0,2°,. an 
hexosediphosphorsaurem Natrium 0,4°,. 

Um die Wasserstoffzahl im Gewebe und in der Suspensionsfliissigkeit 
aufrechtzuerhalten, wurde in allen Versuchen, bei denen nichts Besonderes 
vermerkt ist, Phosphatpufferlésung von der Wasserstoffzahl pH = 7,0 
und einem Phosphatgehalt von m/7,5 angewandt. Die Phosphatpuffer- 
losung wurde hergestellt durch Auflésen von 7,2 g primaérem Kalium- 
phosphat KH,PO, (zu Enzymstudien nach Sérensen), und 14,4 g¢ sekun- 
dairem Natriumphosphat, Nag;H PO,. 2aqu (zu Enzymstudien nach Sérensen) 
zu 1 Liter Wasser. 


2. Bestimmung der Milchsdure. 


Die Milchsaure wurde direkt bestimmt. Die direkte Bestimmung 
gibt wahre Milchsiurewerte. Die manometrische Bestimmung, bei der 
alles durch das Auftreten von Saéuren aus NaH CO,-Lésung ausgetriebene 
CO, auf Milchséure bezogen wird, gibt zu hohe Werte, weil neben der 
Milchséiure noch andere Saéuren, in erster Linie Phosphorséure, durch die 
Fermenttatigkeit im Gewebe entstehen. Das manometrische Verfahren 
hat aber den Vorteil, daB die Milchséurebildung kontinuierlich verfolgt 
werden kann und nur geringe Gewebemengen erforderlich sind. Die groBe 
Mehrzahl der Autoren bediente sich der manometrischen Methode, um 
deren Anwendung sich besonders O. Warburg sehr verdient gemacht hat. 

Die Versuchsansaétze wurden zur Bestimmung der Milchséure durch 
Fallung mit 10cem Sublimatlésung (auf 5g Gewebe) und 15cem Salz- 
siure nach Schenck enteiweiBt. Die Sublimatlésung wurde durch Auflésen 
von 200 g Sublimat und 100 g NaCl zu 1 Liter Wasser, die Salzsiure durch 
Verdiinnen von konzentrierter Salzsiure mit Wasser auf das Zehnfache 
hergestellt. 

Zur Extraktion der Milchsaéure aus dem Gewebe wurde 1 Stunde 
stehengelassen; durch Kontrolluntersuchungen konnte einwandfrei fest- 
gestellt werden, da bereits nach | Stunde dieselben Milchséiurewerte er- 
halten werden, wie nach 6 oder 24 Stunden. Die iiberschiissigen Queck- 
silbersalze im Filtrat werden nach Hahn und Fischbach? durch Natronlauge 


1 Fiir die Uberlassung von Candiolin-Natrium spreche ich der I. G. 
Farbenindustrie A.-G. meinen herzlichsten Dank aus. 
2 A. Hahn u. E. Fischbach, Zeitschr. f. Biol. 89, 149, 1930. 
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ausgefallt, wodurch eine Entquecksilberung durch Schwefelwasserstoft 
und Einengen des Filtrats nach Filtration des ausgefallten HgS im Vakuum 
unnotig ist. Die Dauer einer Milchsdiurebestimmung wird dadurch wesentlich 
abgekiirzt. 

Die Milchséure wurde nach Entfernung der Kohlenhydrate mittels 
Kupfer-Kalkfallung nach dem Verfahren von Friedemann, Cotonio und 
Shaffer’ bestimmt. Das Verfahren gibt ausgezeichnete Werte. Bei Ver- 
wendung von vier Apparaten sind acht Bestimmungen in | Stunde méglich. 

Alle Werte sind unter Beriicksichtigung der verwendeten Organmenge 
auf 100g Gewebe in Milligramm Milchséure angegeben. 


B. Milchsiurebildung aus Kohlenhydraten. 
1. Quergestreifte Muskulatur. 
a) Skelettmuskulatur. 

Wie die Untersuchungen von Laqueur? und Meyerhof? an Frosch- 
muskulatur zeigen, sind Glykogen, Hexosediphosphorséure und Starke 
viel starkere Milchséurebildner als die einfachen Zucker. Unter gewissen 
experimentellen Voraussetzungen geht die Milchsaéurebildung aus Glucose 
ganz verloren, wahrend Glykogen noch weiter in vollem Umfange zu Milch- 
siure abgebaut wird. Hieraus zog Laqueur den bedeutsamen SchluB, dah 
der Abbauweg vom Glykogen zur Milchsaure nicht tiber Glucose fiihren kann. 

Die folgenden Versuche wurden vorwiegend an Saugetiermuskulatur 
angestellt. Die Ergebnisse sind in den Tabellen I bis V zusammen- 








gestellt. 

Tabelle I. Skelettmuskel (Kaninchen). 
Milchsdure in mg-° » Mehrbildung durch 

Nr. Sree tates Bi ita —— sien! ea 

direkt Null Glucose Glykogen Glucose Glykogen 

1 382 680 705 1178 | 25 498 
2 631 720 727 1345 7 625 
3 656 813 870 1665 57 852 
‘4 575 730 730 1405 0 675 
5 391 575 582 1164 7 589 
6 447 660 694 1203 | 34 543 
7 172 762 830 1340 | 68 578 
8 374 731 4682 1334 — 49 603 
9 466 580 ae 1260 | 39 680 
10 685 920 996 1522 | 76 602 
11 690 817 803 1365 — 14 548 
12 430 651 643 1387 — 8 736 
13 333 535 570 1272 35 737 
14 424 647 828 1456 181 809 
15 | 364 512 565 1042 53 530 
16 | 565 689 679 1137 — 10 448 
17 663 824 776 1406 — 48 582 
Durchschnittswert : 27 649 


1 Friedemann, Cotonio u. Shaffer, J. of biol. Chem. 73, 335 u. 359, 1927. 
2 Laqueur, H. 116, 169, 1921; 121, 26, 1922; 122, 26, 1922. 
3 Meyerho/, Pfliigers Archiv 188, 114 u. 119, 1921. 
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Tabelle 11. 
Skelettmuskel (Kaninchen). 
Milchsaure in mg-°/, MilchsAurezunahme in mg-' 
Nr. . - Hexose- . Hexose- ' 
direkt = Null = pm = ‘a Glucose ‘tose — \ al 
1} 616 729 727 £785 | 1020 1174 7 15 300 | 454 
2 | 642 705 732 745 1280 1336 27 40 575 631 
3 | 732 964 956 1016 1460 13824 — 8 52 496 360 
4 710 464 918 992 1622 1454 — 46 28 658 490 
5 482 580 594 682 1212 1368 14 102 632 780 
6 410 854 846 920 1502 1492 _— 8 66 648 638 
7 626 722 708 708 1306 1432 —14 — 14 584 710 
8 520 948 916 956 1456 1552 , — 32 8 508 | 604 
4 666 790 726 810 1020 1168 — 64 20 230 378 
10 422 738 704 820 1162 1274 — 34 $2 424 536 
11 | 177 | 669 | 714 768 | 1293 1629 45 99 624 960 
12 264 750 801 843 1116 1659 51 97 366 909 
13-426 627 615 612 1248 1128 | —12 > — 15 621 501 
14 B44 580 652 610 1164 1266 72 30 584 688 
15 482 500 583 798 1210 1220 83 298 710 720 
Durchschnittswert : 5 60) 530 624 
Tabelle Ill. 
Skelettmuskel (Hund). 
Milchsdure in mg-°/9 Milchséiurezunahme in mg-° , 
SY airext Non Git: | Frue- aighos- G'r- || Gincose | FTE dips. Gis. 
1 190 513 592 653 998 702 79 =140 485 189 
2) 201 207 329423) 533 798 195 216 386826 591 - 12 
3 194 216 369 562 900 374 153-346 684 158 
4 444 732 «795 = 954 1125 735 63 222 393 3 
5 342 630 615 - 1200 529 -—-15' — 570 101 
6 396 754 694 - 975 756 — 60 os 221 2 
7 294 420 630 670 210 -- 250 
8 283 457 515 - — 706 58 — 249 
9 386 615 686 - — 821 71 206 
10 250 604 562 — 573 — 42 — 31 
1i 315 500 530 -- - 700 30 — — 200 
12 296 644 644 -- --- 666 0 — ~- 22 
13. 303 572 568 598 1245 = 1080 — 4 26 673 508 
Durchschnittswert : 58 212 516 73 
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Tabelle IV. 
Skelettmuskel (Frosch). 
itehsi ‘ 0 Milchsa A hme 
Milchséure in mg-°/» : i poem _ 
Nr. :' , as , , : 3 Versuchstag 
; ; Glu- Frue- 227 Gily- Glu- ‘ruc- ZF Gly- 
direkt Null eoee ene z= hagee ene ton aE eames 
i & == 
1 364 457 576 560 976 887 119 103 519) 430 | 30. VII. 1931 
2 284 477 565 - 877 87 — — | 400 | 31. VII. 1931 
3 478 495 517 678 1074 959 22 183 579) 455) 13. VIIL. 1931 
4 303 | 501 546 497 711; 573 45 —4 (210) 721|18. IX. 1931 
5 626 734 830 892 920 898 96 158 186 164, 5. X. 1931 
6 | 526 758 682 852 992 832,— 76 94 234 74/516. X. 1931 
7 332 890 820 — — |1060|— 70' — —- 1170127. X. 1980 
8 342 742 686 — — 765/— 56, — | — 23° «25. ~=IL. 1931 
9 194 | 573 482 oo — 680) — 141 — — 107 6. IV. 1931 
Tabelle V. 
Skelettmuskel (Kaninchen). 
Milchs&ure in mg-°/, a 
Nr. Suspensionsfliissigkeit ~ AE Se Qa | eerie eeenidis. 
Kontroll- : Gly- ae 
direk 2 ivkog »hosphor- : yhosphor- 
lirekt versuch Glykogen | on kogen pag 
1 Phosphat puffer 574 796 1304 1168 508 372 
Natriumbicarbonat 574 812 1338 1184 516 372 
Wasser 574 634 634 1178 0 544 
2 Phosphatpufter 600 755 1368 a 613 — 
Wasser 600 640 640 — 0 — 
3 Phosphatputter 515 755 1365 os 610 — 
Wasser 515 565 575 _ 10 — 
4 Phosphatpuffer 642 705 1336 1280 631 575 
Natriumbicarbonat 642 765 1300 1180 535 415 
5 Phosphatpuffer 574 796 1304 1168 508 372 
Natriumbicarbonat | 574 806 1338 1184 532 378 
6 Phosphatpuffer 403 765 1245 1202 480 437 
Natriumbicarbonat | 403 754 1294 1052 540 298 
Wasser 403 546 555 905 9 359 
7 Phosphatpufter 710 870 1400 1548 530 578 
Natriumbicarbonat 710 892 1280 1312 388 420 
Wasser 710 718 728 1064 10 336 
8 Phosphat puffer 543 810 1380 1605 570 795 
Natriumbicarbonat | 543 755 1460 1228 705 467 


Aus den Tabellen geht hervor, daB die einzelnen Kohlenhydrate 
ganz verschieden starke Milchsaurebildner sind. 


Die Reihenfolge der 


Starke nach ist beim Kaninchenmuskel die folgende : Glykogen, Hexose- 
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diphosphorsdure, in weitem Abstande davon Fructose, zum SchluB 
(slucose. Dies ist das Verhalten beim normalen quergestreiften Skelett- 
muskel des Kaninchens. Abweichungen davon finden sich unter 
bestimmten physiologischen Voraussetzungen. 

Schon Laqueur' hatte bei Fréschen auf die jahreszeitlichen Schwan- 
kungen hingewiesen. Wir kénnen diese Beobachtungen bestatigen 
(Tabelle [V). Bei Winterfréschen zeigt sich der Gegensatz zwischen 
der Verwertbarkeit von Glykogen und Glucose besonders deutlich, da 
namlich Glucose nicht nur zu keiner Vermehrung der Milchséure fiihrt, 
sondern sogar die Milchséurebildung hemmt. Diese Hemmungswirkung 
der Glucose ist in manchen Fallen auch bei der Kaninchenmuskulatur zu 
beobachten. 


Gemeinsam mit einigen Mitarbeitern haben wir noch eine Reihe 
anderer Zustande untersucht, in denen Abweichungen von der Reihen- 
folge des Milchséurebildungsvermégens entstehen, in der die einzelnen 
Kohlenhydrate als Milchsiurebildner wirken. 

Solche Abweichungen sind: 

1. Jugendliche Muskulatur?, 2. degenerierte Muskulatur nach 
Nervendurchschneidung?, 3. das unterschiedliche Verhalten von Brust- 
und Beinmuskulatur von Tauben?, 4. in geringem Umfange Muskulatur 
von Tieren im Hungerzustande 4. 

Besonders erwahnt muB werden die Milchsaurebildung aus Glykogen 
und Hexosediphosphorséure. Hier besteht ein deutlicher Unterschied 
zwischen der Muskulatur von Hund und Kaninchen, méglicherweise 
also zwischen Fleisch- und Pflanzenfresser. Beim Hunde (Tabelle IIT) 
ist die Milchsiurebildung aus Hexosediphosphorsiure immer starker 
als aus Glykogen, wahrend beim Kaninchen Glykogen an erster Stelle 
steht. Die Reihenfolge der Starke, in der die einzelnen Kohlenhydrate 
als Milchsiurebildner wirksam sind, ist: Hexosediphosphorsaure, 
Fructose, Glykogen, Glucose. Die Streuung der Werte fiir die Milch- 
siureausbeute ist in den einzelnen Versuchsserien bei Hundemuskulatur 
sehr groB. Besonders gilt das fiir die Glykogenwerte. 

Eine weitere Méglichkeit, die Verwertbarkeit der verschiedenen 
Kohlenhydrate zu verindern, ist die Anderung des Milieus. In un- 
gepufferter Lésung wird allmahlich durch die zunehmende Sauerung 
des Gewebes die Milchsiurebildung aus Glykogen stark gehemmt, 
dagegen bleibt das Milchséurebildungsvermégen aus Hexosediphosphor- 
siure unverandert (Tabelle V). 


1 Laqueur, H. 124, 211, 1922. 
2 F. Schénfelder, Inaugural-Dissertation 1932, Miinster i. Westf. 
3 J. Miindelein, ebenda. 


4 H. Weickert, ebenda. 
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Eine weitere Abhangigkeit hat Laqueur (a.a.O.) gefunden. Auf 45° ( 
erwarmter Muskel verliert die Fahigkeit, Glucose abzubauen, wahrend aus 
Glykogen noch Milchséure gebildet wird. La8t man Muskel lagern, so 
kann ein so ,,gealterter‘‘ Muskel Glykogen nicht mehr in Milchséure iiber- 
fiihren, wohl aber Hexosediphosphorséure. Schon diese Befunde weisen 
darauf hin, daB ganz verschiedene Fermentsysteme, also verschiedene 
Abbauwege fiir die einzelnen Kohlenhydrate bestehen. Die normalen 
Verhaltnisse sind nur bei gepufferten Lésungen untersuchbar, und es ist 
oft die Frage erértert worden, wie die Art der Pufferlésung den Reaktions- 
ablauf beeinfluBt. Nach Meyerhof (a.a.O.) ist isotonische Phosphatlésung 
pu = 8,0 fiir den Froschmuske! das geeignetste Milieu, um eine maximale 
Milchséurebildung zu erzielen. 

In eigenen Versuchen (Tabelle V) wurden Phosphatpufferlésung, 
pu = 7,0, mit einem Phosphatgehalt der Suspensionsfliissigkeit von 
m/15 und 1% ige Natriumbicarbonatlésung miteinander verglichen. 
Die Natriumbicarbonatversuche wurden nicht evakuiert. Es zeigten 
sich keine wesentlichen Unterschiede. Das spricht dafiir, daB die 
Phosphatkonzentration im Muskel beim Kaninchen ausreichend ist, 
um den Abbau des Glykogens zu Milchséure zu vermitteln. 


b) Zwerchfell, Zunge. Oesophagus. 

Abweichend von der Skelettmuskulatur verhalten sich einige 
quergestreifte Muskulaturen, die nur am Hunde untersucht wurden, 
nimlich die Muskulaturen von Zunge, Zwerchfell und Osophagus. 
Letztere ist bekanntlich beim Hunde bis fast zur Cardia quergestreift. 

Die Versuchsergebnisse enthalten die Tabellen VI und VII. 


Tabelle VI. 


Zwerchtell, Zunge, Oesophagus (Hund). 





Milchsture in mg-°/o Michetasemendhene 
Nr, ||» H in mg-°/5 














, aa SP _ raat. Th. Organ 
direkt Null Glucose Glykogen || Glucose Glykogen | 
1 320 538 540 435 2 — 103 Zwerchfell 
2 269 525 508 512 — 17 — 13 
3 222 686 679 695 — 7 9 
4° 198 450 462 410 12 — 40 
5 173 |) -:195 209 192 14 3 
6 297 636 605 550 — 31 — 86 
7 268 571 572 432 1 — 139 
8 202 243 257 268 14 28 
9 266 | 555 506 450 — 49 — 105 
10 128 208 216 226 8 18 
11 230 415 445 404 30 — il 
12 211 252 394 294 142 42 
13 266 272 277 277 5 5 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 








Milchsdure in mg-°/ 





Milchstiurezunahme 
in mg-°'9 








| =a sy ee rsa ee aa PS ane ol Organ 
direkt Null Glucose Glykogen Glucose Glykogen 
1 169 395 572 458 177 63 Zunge 
2 279 494 569 565 75 71 
3 262 342 326 292 — 16 — §9 
4 252 544 403 506 — 141 — 38 
5 240 605 504 583 — 101 — 22 
6 258 506 596 432 0 — 74 
7 176 300 371 368 71 68 
237 332 382 310 50 — 22 
1 252 583 615 530 32 — 53 Oesophagus 
2 356 570 740 749 270 277 
3 321 768 730 756 — 38 — 10 
4 227 661 659 423 — ill — 238 
Tabelle VII. 
Zwerchfell, Zunge, Oesophagus (Hund). 
Milehsdure in mg-°!o Milchsdurezunahme in mg-° , 

Nr. : . . Hexose- Gly- . Hexose- : Organ 

di- Glu- F - . ’ Fru . Gly- 

rekt Null cose tose diphos- | ko- Glucose “yoge | “HPHOS- — Kogen 
1 214 524/498 610 746 ,430 — 26 86 224 — 96 Zwerch- 
2 198 238/238 288 445 266 | 0 50 396.207 28 fell 
3 266 396 416 458) 614 | 376) 29 62 218 — 20 
4 266 360 378 415 665 | 382° 18 55-805 22 
5 256 297 248 300) 328 281 — 49 3 31 - 16 
1 220 366 530 510. 569 | 466 164 144. 203 100 Zunge 
2, 94 148 183 195 226 | 137 36 47 78 — ll 
3 288 495 452 470 499 410 — 43 15 4 — 85 
4 209 336 468 407 — 356 132 7 - 20 
5 234 324 404 3875 454 | 273 8G 51 130 — 51 
1 425/670 664 712. 695 645 — 6 42 25 — 25 O6¢sopha- 
2 182/342 330 351 564 | 333 — 12 9 222 9 gus 


| 


Alle drei Muskelarten unterscheiden sich dadurch von der Skelett- 
muskulatur, daB sie aus Glykogen keine vermehrte Milchsaure bilden. 
In der Mehrzahl der Versuche tritt eine deutliche Hemmung der Milch- 


saurebildung durch Glykogen auf. 


Glucose verhalt sich ebenso. 


DaB 


dabei das zugesetzte Glykogen abgebaut wird, ohne daB es zur Milch- 
dariiber wird spater ausfiihrlicher berichtet 


siurebildung kommt, 
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werden. Auch die Hemmungswirkung, die die zugesetzten Kohlen- 
hydrate auf die Milchsiurebildung ausiiben, soll in anderem Zusammen- 
hang besprochen werden. 


2. Herzmuskel. 

Fir den Herzmuskel spielen die Kohlenhydrate als Energiequelle eine 
besonders wichtige Rolle. J. Miiller!, sowie Locke und Rosenheim? konnten 
zeigen, daB das isoliert schlagende Herz aus der Nahrlésung Glucose ent 
nimmt. Rohde* fand weiterhin, daB das isolierte Herz mehr Sauerstofi 
verbiaucht, als der Oxydation der verschwundenen Glucose entspricht. 
Das Herz mu also die eigenen Reservestoffe angreifen. Nach Camis und 
Gayde* nimmt der Glykogengehalt des Kaninchenherzens bei Durch- 
strémung mit Glucoselésung nicht ab, was Loewt und Weselko® bestatigten. 
P. Schenk® bestimmte den Gehalt des Herzens an Glykogen und an Gesamt 
kohlenhydraten und fand ein konstantes Verhaltnis von Glykogen zu den 
Gesamtkohlenhydraten von etwa 1:5. Die Differenz sind die sogenannten 
Zwischenkohlenhydrate, die beim Herzen vier Fiinftel der Gesamtkohlen- 
hydrate ausmachen. Die Verwertbarkeit verschiedener Kohlenhydrate 
am Warmbliiterherzen wurde von Neukirch und Rona’? untersucht; nach 
ihnen wird Glucose und Mannose verwertet, nicht dagegen Fructose und 
Maltose. 

Untersuchungen an Starlings Herz-Lungenpraparat, die von eine! 
Reihe von Autoren durchgefiihrt worden sind, lassen keine Schliisse aut 
die Stoffwechselleistungen des Herzmuskels zu, weil die gleichzeitig durch- 
strémte Lunge, wie spater gezeigt werden wird, einen erheblichen Eigen- 
stoffwechsel hat. 

Das Verhalten des zerkleinerten Herzmuskelgewebes zugesetzten 
Kohlenhydraten gegeniiber ist meines Wissens in der Literatur noch 
nicht beschrieben worden. Meine Versuchsergebnisse zeigen die Ta- 
bellen VIII und IX. 

Man ersieht daraus, daB beim Herzmuskel ein neuer Stoffwechsel- 
tvpus vorliegt, der ginzlich verschieden ist von dem des Skelettmuskels 
und der tibrigen untersuchten quergestreiften Muskulatur. Gegeniiber 
dem Skelettmuskel besteht der Unterschied, daB vom Herzmuskel 
vorzugsweise Glucose, in zweiter Linie Fructose und Hexosediphosphor- 
siure zur Milchsiurebildung verwendet werden kénnen.  Glykogen 
wird nur langsam zu Milchséiure gespalten. DaB dieses Verhalten nicht 
aut ungeniigendes Eindringen ins Gewebe zuriickzufiihren ist, zeigen 
die spater beschriebenen Glykogenolyseversuche, aus denen hervorgeht, 
da Herzmuskel Glykogen sehr leicht hydrolysiert, aber nicht bis zur 


_ 


Miller, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 3, 282, 1904. 

Locke u. Rosenheim, J. of Physiol. 36, 205, 1908. 
Rohde, Hoppe-Seylers Zeitschr. 68, 181, 1910. 

Camis u. Gayde, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 18, 1, 1911. 
Loeut u. Weselko, Pfliigers Arch. 158, 155, 1914. 

Schenk, ebenda 202, 315, 329, 337, 1924. 

Neukirch u. Rona, ebenda 148, 285, 1912. 
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Milchsaure. 
diphosphorsaure tiberlegen ist, desgleichen Fructose der Glucose, ist 


es beim Herzmuskel umgekehrt. 
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Wahrend beim Skelettmuskel Glykogen der Hexose- 


Fructose und Hexosediphosphorsaure 


werden annihernd im gleichen Umfange zu Milchsiure gespalten. 


Tabelle 


Vill. 


Herzmuskel. 





Milchs&ure in mg-°® 


Milchstiurezunahme 


in mg-' 





Nr. — ? Versuchsobjekt 
direkt Null Glucose Givkogen Glucose Glykogen 
l 194 367 770 364 403 —3 Hund 
2 290 393 S71 534 478 141 - 
3 229 725 1050 813 325 SS 
4 261 390 783 $12 393 22 
5 135 204 572 210 368 6 
6 263 517 978 635 461 11s 
7 191 655 1330 7TH5 675 110 & 
8 180 629 1396 859 767 2?1 
9 309 865 1873 1088 1008 223 
10 137 297 1230 387 933 90 
11 225 454 900 473 446 19 ‘s 
12 396 568 965 607 397 39 e 
3 223 223 450 242 227 19 Kaninchen 
14 194 475 1000 510 525 35 Hund 
15 216 485 1168 755 683 970 = 
16 207 326 862 480 532 254 
17 253 427 950 405 523 93 
18 330 330 876 360 546 30 
19 284 276 712 294 436 s 
20 253 427 950 405 523 — 22 
Durchschnittswert : 533 S35 
Tabelle IX. 
Herzmuskel (Hund). 
Milchséure in mg-‘ Milchsiurezunahme in mg 
Nr. . . exvose- ’ . exose- . 
* | atrout | wom | G8.) Fre diphos- | ,Gly-, | Glas Frees iphos- | GIY- 
phat : phat — 
l 101 307 672 600 500 364 365 293 193 n7 
2 240 549 984 597 606 552 435 48 57 3 
3. 286 480 904 528 558 560 424 48 75 80 
4 165 384 1074 516 501 423 663 132 117 39 
5 | 214 447 818 563 555 521 371 116 108 74 
6 79 176 384 166 240 166 208 10 64 10 
7 138 238 417 328 410 247 179 100 172 9 
8 119 223 450 258 252 242 227 35 29 19 
9 180 415 1140 - 388 342 725 27 73 
10 252 384-1350 411 422 446 9H 27 38 62 
Durchschnittswert: 46 SS 83 26 


Biochemische Zeitschrift Band 255. 
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3. Glatte Muskwatur. 


Die Fahigkeit der glatten Muskulatur Milchsaéure zu bilden, ist seit 
langer Zeit bekannt. Lehmann' wies als erster Milchsaure in glatter Musku 
latur, und zwar im Schweinemagen, nach. Siegmund? fand die Milchsaur: 
in der menschlichen Uterusmuskulatur. Das Verhalten glatter Muskulatur 
zugesetzter Glucose gegeniiber wurde von Rosenthal und Lasnitzki® an dei 
Muscularis des Tauben- und Menschenmagens, des Kaninchendarms und 
der Uterusmuskulatur des Menschen verfolgt. Die glatte Muskulatur des 
Taubenmagens zeigte ein nur angedeutetes Milchséiurebildungsvermoger 
aus Glucose, wihrend Uterus und Darmmuskulatur starker wirksam waren 

Als glattmuskeliges Organ benutzte ich Uteri von Kaninchen, 
Hund und Mensch*, ferner Magen von Taube und Hund. 

Zur Verwendung kam lediglich die Muskulatur von Uterus, nachden 
die Schleimhaut entfernt war. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle X zusammengestellt. Von 
Uterus Nr. 1, der wegen starker Myombildung exstirpiert worden 
war, wurden das gesunde Gewebe und die Mvyomknoten getrennt ver- 
arbeitet. Dabei zeigt sich ein geringeres Glykolysevermégen der Myom: 
gegeniiber dem normalen Gewebe. 


Tabelle X. 
Glatte Muskulatur. 





Milchsiurezu- 
nahme in mg-® , 
Nr. Organ 


Milchséure in mg-° 


Versuchs- Bemerkung 


" ‘ . objek 

direkt Null = An _ ban a $6 
la, 144 216 394 225 179 9 Uterus Mensch Myon 
Lb 203 217 285 225 69 8 i 2 
2 115 163 408 160 245 —3 - i 
3 122 126 605 124 479  —2 _ " 
4 292 406 55 414 149 S Kaninchen gravid 
5 1 171 326 §=©.622 572 296 246 x Hund | mit Schlein 
6 236 248 490 512 247 269 ‘ ¥ jf 
7 227 260 730 - 470 ~- ‘s Mensch 
8 60 60 =218 109 158 4% Magen Taube Museularis 
9 135 142 241 187 99 45 - Hund 


Der Stoffwechseltypus der glatten Muskulatur unterscheidet sic! 
von dem der Skelettmuskulatur grundsitzlich. Die glatte Muskulatur 


' Lehmann, Lehrb. d. physiol. Chem. 8, 72, 98, 1852; 3, 62, 1853: 
zitiert nach Mangold u. Schmitt-Cramer, diese Zeitschr. 167, 1, 1926. 

2 Siegmund, Verhandl. d. phys.-med. Ges. Wiirzburg 3, 50, 1852. 
zitiert nach Mangold. 

3 Rosenthal u. Lasnitzki, diese Zeitschr. 196, 345, 1928. 

4 Die menschlichen Uteri verdanke ich der Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Prof. Dr. Esch, dem ich auch an dieser Stelle herzlichst danken 
méchte. 
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verwendet in erster Linie Glucose, Glykogen ist wirkungslos. Die 
Verwertbarkeit der Kohlenhydrate verhalt sich mithin genau umgekehrt, 
wie oben bei der Skelettmuskulatur gezeigt wurde. Es ist so auch 
verstandlich, daB die glatte Muskulatur nach Saiki! nur Spuren 
Glykogen enthalt. 


Meyerhof und Lohmann?, die sich mit der glykolytischen Wirksamkeit 
verschiedener Zucker bei der glatten Muskulatur (Muscularis des Darms) 
beschaftigten, kamen zu ahnlichen Ergebnissen. Sie fanden auch beim 
Glykogen ein deutliches Milchséurebildungsvermégen, was sie darauf 
beziehen, daB eventuell nicht vollkommen entfernte Schleimhaut eine 
Spaltung von Glykogen zu Glucose veranlassen kann. Versuch 5 und 6 
der Tabelle X bestatigen Meyerhofs Annahme. Der gravide Uterus (Ver- 
such 4) baut nach Entfernung der Eihéiute und Frucht Glykogen nicht 
mehr ab. 


4. Leber. 


Aus Versuchen Embdens mit Kraus* wissen wir, daB bei der Durch- 
blutung der stark glykogenhaltigen Hundeleber Milchséure entsteht. 
Glykogenfreie Hungerleber bildet auch bei Zusatz von Kohlenhydraten zw 
Durchstrémungsfliissigkeit Milchséure, aus Fructose mit gr6éBerer Ge- 
schwindigkeit als aus Glucose. / 


Das Verhalten von zerkleinertem Lebergewebe zugesetzten Kohlen- 
hydraten gegentiber war in jiingster Zeit Gegenstand der Untersuchung 
von Rosenthal* und von Fenz und Popper*. Rosenthal fand an Rattenlebern 
Glucose, Glykogen, Hexosemono- und Hexosediphosphorséure wirkungslos, 
indem sie keine oder nur ganz minimale Mehrbildung an Milchséure hervor- 
riefen. Fenz und Popper kamen bei Meerschweinchenlebern zu denselben 
Ergebnissen, jedoch mit der Einschrankung, da8 sie in einzelnen Fallen 
nach Zusatz von Hexosediphosphorséure hohe Milchséurewerte beob- 
achteten. Auch Fructose ist bei Meerschweinchenleber ohne EinfluB auf die 
Milchsadurebildung, wahrend nach Rosenthal die Lebern gut genihrter 
Ratten in 70°, der Falle Fruchtzucker in ganz erheblichem Umfange zu 
Milchséure abbauten. Lebergewebe von Hungertieren kann Fructose nicht 
verwerten. Rosenthal erklirt das verschiedene Verhalten der einzelnen 
Lebern durch den Gehalt des Gewebes an einer als Garungsaktivator be- 
zeichneten Substanz, deren Menge beim ernahrten Tiere durch Voraus- 
schicken einer Aerobiose gesteigert werden kann. Beim Gewebe des Hunger- 
tieres soll nach ihm dieser Aktivator fehlen und auch nicht durch Voraus 
schicken einer Aerobiose gebildet werden 


Als Versuchstiere benutzte ich Hund, Kaninchen und Katze. 


Die Ergebnisse sind in den Tabellen XI und XII zusammen- 
gestellt. 


1 Saiki, J. of biol. Chem. 4, 483, 1908. 

2 Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 398, 1926. 

3 Embden u. Kraus, ebenda 45, 1, 1912; siehe auch Oppenheimer, 
ebenda 45, 30, 1912. 

4 Rosenthal, ebenda 227, 354. 1930. 

5 Fenz u. Popper, ebenda 229, 397, 1930. 
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Am starksten aktivierend auf die Milchséurebildung wirkt Hexose- 
diphosphorsaiure. Eine Sonderstellung der Fructose, wie sie Rosenthal 
fiir Ratten beschreibt, tritt nicht hervor. Hungertiere und gut genihrte 
Tiere verhalten sich gleichartig. 


Tabelle XJ. 


Leber. 





Milchstiure in mg-9/, Milchsdurezunahme 





in mg-°/5 
Nr. Se ee Ss a es Versuchstier Bemerkung 
direkt | Nai  Glu- = Gly- | Gincose — Glykogen 
cose kogen . 

1 114 260 267 282 7 22 Kaninchen 

2 175 262 279 258 17 4 

3 | 119 279 299 261 20 -18 

4 SS 128 133 128 5 0 - 

5 | 137 208 213 204 5 4 Hund 

6 68 194 104 112 0 S js 

7 14 168 195 225 27 57 - 

8 138 208 216 215 8 7 - 

9; 130 240 2638 249 23 9 Kaninchen  Neugeboren 
10 111 412 432 412 20 i) mi Neugeboren 
11 54 230 225 206 5 ; 24 " Neugeboren 

Tabelle XII. 
Leber. 
Milchsaéure in mg-°/, Milchsd&urezunahme in mg-° 
Nr. di- Null Gin-  Frue- ee. _ Glu- Fruc- i Gly- Versuchstier 
rekt cose, tose phat gen cose tose phat kogen 

1 153 252,299 296 885 299 47 44 133 47  Kaninchen 

2 | 99 205/248 228 282 205 43-23 77 0 m ° 

3°) 97'172'185 203 270 189 13 31 98 17 

4 | 84:190'170' 204 256 198 —20' 14 66 8 

5 262 424 436 426 486 372 12 2 62 —52 Hund 

6 152 240 240 244 248 240 0 4 8 0 Katze 

7 104 202 206 328 378 270 4 126 176 68 Hund 

8 115) 290 302 344 374 | 304 12 54 54 14 Katze ** 

9 114 166 162 172 194 168 — 4 6 28 2  Kaninchen 
10 57 117 144 165 850 153 27. = «48 243 36 = wee 

* Hungertier. ** 8 Tage alt. — *** 5 Tage gehungert. 


Die Versuche von Rosenthal, Fenz und Popper, sowie die eigenen, 
zeigen, daB der Stoffwechseltyp artverschiedener Lebern nicht absolut 
gleich ist. Gemeinsam ist allen die schlechte Verwertbarkeit von Glucose 
und Glykogen. Wechselnd stark ist der EinfluB von Fructose und Hexose- 
diphosphorsaure. 

Das _ Milchsdurebildungsmaximum fihrt zu _ verhaltnismabig 
niedrigem Milchsduregehalt. Es liegt selbst bei Zusatz der am starksten 
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fordernden Kohlenhydrate bei einem Wert von maximal 500 mg-°%, 
Milchséure. Dabei sind die endogenen Kohlenhydratdepots der Leber 
langst nicht erschépft. Wie Fenz und Popper zeigten, ist das Milch- 
siuremaximum unabhaingig vom Kohlenhydratgehalt der Leber. 
Irgendeine Form von Selbststeuerung oder Hemmung der Milchsaure- 
bildung in der Leber mu8 mithin zum mindesten in unserer Versuchs- 
anordnung die Milchséiurewerte niedrig halten. In diesem Punkte 
verhalt sich die Leber ganzlich verschieden vom Muskel, der ja bekannt- 
lich bei guter Pufferung des Gewebes seine gesamten Kohlenhydrate 
abbaut. Dariiber hinaus ist der Muskel imstande, zugesetzte Kohlen- 
hydrate in erheblichem Umfange in Milchsaiure itiberzufiihren. eine 
Fahigkeit, die die Leber nur in geringem Mabe besitzt. 


5. Nvere. 

Uber das Milchsaurebildungsvermégen der Niere ist verhaltnismaéBig 
wenig gearbeitet worden. Levene und Meyer! fanden, dai Glucose und 
Fructose in 1" iger Phosphatpufferlésung durch Nierengewebe in Milch- 
siure umgewandelt wird. In neuerer Zeit wurde die Milchséurebildung 
aus Glucose vor allem von Warburg?, Rosenthal und Lasnitzki (a.a.O.) und 
Bumm und Fehrenbach*® untersucht. Alle Untersucher fanden ejn ziemlich 
schwaches Glykolysevermégen der Niere. das nach Rosenthal und Lasnitzki 
im Zustande des fétalen und postfétalen Wachstums betrachtlich gesteigert 
ist. Uber die Milchsdéurebildung aus Glykogen liegen einige Untersuchungen 
der letzten Zeit vor. In allen Fallen wurde eine Vermehrung der Milchsaéure 
durch Glykogenzusatz vermift (vgl. Bumm und Fehrenbach, Tanko*). 

Die Tabellen XIII und XIV bringen meine Versuchsergebnisse. 

Die Versuche zeigen, daB alle untersuchten Kohlenhydrate zur 
Bildung von Milchsaure befahigt sind, wenn auch mit ganz verschiedener 
Geschwindigkeit. Als weitaus starkster Milchsiurebildner erwies sich 
Glucose. Glykogen und Hexosediphosphorsiure sind gleichfalls wirksam, 
wenn auch wesentlich schwaicher. Wahrend bei Hundeniere Glykogen 
der Hexosediphosphorsaéure iiberlegen ist, ist es bei Kaninchenniere 
umgekehrt. Fructose fiihrt zu einer nur sehr geringen Vermehrung 
der Milchsaure. 

Ein gewaltiges Glykolysevermégen ist bei der Niere von neu- 
geborenen und jungen Kaninchen und Katzen zu beobachten. Zur 
Untersuchung kemen die Nieren von zwei Wiirfen Kaninchen, jeweils 
einige Tiere sofort nach der Geburt, dann 12 oder 36 Tage danach. 

Wahrend beim ersten Wurf die Nieren der neugeborenen und 
12 Tage alten Tieren nur minimale Mengen Milchséure aus Glykogen 


1 P. A. L. Levene u. G. M. Meyer, J. of biol. Chem. 15, 65, 1913. 

2 0. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 
1926. 

* E. Bumm u. K. Fehrenbach, Hoppe-Seylers Zeitschr. 198, 238, 1930. 

4 B. Tanké, diese Zeitschr. 239, 318, 1931. 
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Tabelle XJ1I. 
Niere. 
. * Milchs& at 
‘es Miichsaéure in mg-®/, eye — iain: _— 
24 cai Gee ss — tier merkungen 
direkt Null Glucose Glykogen Glucose Glykogen 
1 141 146 517 253 371 107 = Kaninchen 
2 74 142 514 222 372 8) . 
3 171 189 456 333 267 44 
4 132 218 579 315 361 97 
5 149 188 300 240 112 62 re 
6 113 136 373 278 237 142 Hund 
7 109 138 271 271 133 133 m 
s 119 135 429 288 294 135 
9 149 203 417 374 214 171 
10 83 106 322 158 216 52 
lla 109 126 282 218 156 92 Rinde 
ll b 105 111 276 198 165 87 Mark 
12 151 151 410 360 259 209 
13 135 320 1742 395 1418 75 Kaninchen Neugeboren 
14 190 305 1502 366 1197 61 12 Tage alt 
15 215 252 1620 910 1368 658 . oe . 
16 204 360 1649 350 1289 — 10 Neugeboren 
17 135 390 1280 402 890 12 ” 12 Tage alt 
Tabelle XIV. 
Niere. 
Milchsaéure in mg-° 9 Milchséiurezunahme in mg-°/> 
el 1 a oss] Se Lea fond oee] ee Lene | “ES 
direkt Null cose tose naanene kogen cose tose nal kogen 
1 125 165 441 201 250 336 276 36 85 171 Hund 
2 102 114, 510; 199 245 332 |396 85 131 218 Pa 
3. 180 262) 477 279 435 326 (215 17 173 64 Kaninchen 
4 280 280 656 412 424 408 376 132 144 128 - 
5 108 180 882 336 252 228 | 702 156 72 48 Katze 
8 Tage alt 
6 120 126 444) 123 117 201 318 —3 -9 75 Hund 
7 97 119 425) — 171 162 306 — 52 43 s 
hildeten, war beim zweiten Wurf iiberhaupt kein EinfluB des Glykogens 


festzustellen. Die Nieren der 36 Tage alten Tiere verhalten sich bereits 
so wie die der erwachsenen Tiere. 

Die Hexosediphosphorsiurewirkung lauft der Glykogenwirkung 
parallel, wie es auch beim erwachsenen Tiere der Fall ist. 

Fir jugendliches Nierengewebe gilt in ganz ausgesprochenem 
MaBe das, was von jugendlichem Gewebe ganz allgemein ausgesagt 
wird, namlich, daB das Milchséurebildungsvermégen dem des er- 
wachsenen Organs um das Drei- bis Vierfache tiberlegen ist. 
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6. Milz und Pankreas. 

Uber den Kohlenhydratstoffwechsel von Milz und Pankreas ist wenig 
bekannt. Warburg! fand ein maBig grofes Glykolysevermégen ungefahr 
von derselben GréBenordnung wie das von Leber und Niere. 

Aus den in den Tabellen XV und XVI wiedergegebenen Versuchen 
geht hervor, daB der Stoffwechseltypus bei diesen beiden Organen weit- 
gehend iibereinstimmt. Die Milchsiurewerte sind bei Milz durchweg 
héher als bei Pankreas. Gut verwertbar ist vor allem Glucose. Es 
folgen Fructose und Glykogen. Nur einen geringen EinfluB auf die 
Milchsaurebildung hat Hexosediphosphorsaure. 


Tabelle XV. 
Milz und Pankreas (Hund). 





Milchséurezunahme 


Milchséure in mg-‘ j 
hsdure i ng 0 in mg- 





Nr . Organ 
direkt Null Glucose Glykogen Glucose Glykogen 
l 282 445 575 519 130 75 Milz 
2 171 328 676 589 348 261 “ 
3 204 316 670 561 354 245 ¥ 
4 234 328 536 425 208 97 " 
5 255 257 314 325 57 68 = 
6 147 290 459 402 289 202 
7 206 288 458 364 170 76 - 
8 286 306 506 565 200 259 . 
1 97 215 272 244 57 29 Panukreas 
2 104 124 187 170 63 46 ‘ 
3 128 194 278 174 84 20 i 
+ 36 76 134 82 58 6 a 
5 106 142 301 248 159 106 M 
6 SS 106 216 157 110 51 Ps 
Tabelle X VJ. 
Milz und Pankreas (Hund). 
Milchsdure in mg-°,, Milchséurezunahme in mg-® , 
Nr. | ince os we os . | Hexose- 5 prep Be ~atee Hexose- ' Organ 
direkt Null pl — diphos- —. powell — diphos- a 
cose OSE phat ogen Cose OSE phat ogen 
‘ ' 
1 164 289 515 405 320 390 235 125 40 110 Milz 
2 | 232 391 — 485 394 582 94 3 191 ° 
1 68 95 168 152 135 158 73 57 40 63 Pankreas 
2 126 284 356 288 328 72 44 ° 
ie Hirn. 


Die Angaben iiber den Kohlenhydratstoffwechsel des Gehirns stammen 
von Warburg und besonders von Loebel? aus Meyerhofs Laboratorium. 


1 0. Warburg. diese Zeitschr. 184, 484, 1927. 
2 R.O. Loebel, ebenda 161, 217, 1925. 
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Loebel fand bei Hirnschnitten als Glykolysewerte fiir die Reihe Glucos: 
: Mannose : Fructose : Maltose Verhaltnis 
Zucker etwa 1,5), Ahnlich wie es Warburg (1.c.) fiir dieselbe Reihe bei Tumoren 
Die Glykolyse des Gehirns entspricht also ganz der des 
Nach Loebel bilden neben Glucose nur noch Mannose und in 
geringem Umfange Hexosediphosphorsiure Milchsiure. Glykogen, Fructose 


festgestellt hatte. 


Carcinom 


Ss. 
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das 


und Maltose sind ganz wirkungslos. 


Tabelle 


XVII. 


Hirn. 


12.3 : 9,4: 2.0: 1,7 


(ohne 





Milchséure in mg- 


Milechsiurezunahme 


in 


mg-°/o 








Nr. Versucl 8 
direkt Null Glucose Glykogen Glucose Glykogen pe 
1 150 156 924 1SO 768 24 Kaninche 
2 226 233 1254 253 1021 20 
5 151 172 674 165 502 7 
4 160 168 1023 — S55 
5 138 165 834 174 669 i) 5 
6 159 136 539 146 403 10 Hund 
7 139 136 980) S44 
8 149 126 492 116 366 —10 
y 130 203 373 212 170 g 
10 154 144 954 $10 
11 109 150 678 210 528 60 
12 180 195 574 222 379 27 
13 90 126 951 249 825 123 
14 123 123 S15 a 690 - 
15 176 155 648 495 
16 237 206 1142 936 es 
17 189 225 1628 248 1403 3 
Durchschnittswert : 6ST 27 
Tabelle XVIII. 
Hirn (Hung). 
Milehsdure in mg-®/5 Milchs&urezunahme in mg-° 9 
Nr. “Vedi. | wees | | eee ae ‘ Hexose- 
p . Glu- Frue- Gly- Glu- Frue- ; Gly 
direkt Null diphos- aa diphos- et 
. . cose tose ‘viet kogen cose tose phat koge 
l 157 176 790 265 232 178 614 8Y 56 2 
2 194 206 670 266 298 218 464 60 92 12 
3 176 178 610 236 266 201 432 58 SS 28 
4 147 165 117 374 288 186 552 209 123 21 
5 319 314 1164 564 296 314 850 250 —18 0 
6 108 123 472 187 202 131 349 64 79 S 
7 76 72 469 119 1S0) 81 397 47 108 9 
8 170 172 §=506 168 255 186 334 — 4 83 14 
9 | 219 245 656 274 - 320 411 29 ~ 75 
10 ~=180 195 574 295 — 222 379 100 _ 27 
Durchschnittswert: 478 90 76 20 
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Die Ergebnisse meiner Untersuchungen an Kaninchen- und Hunde- 
hirn, wobei zerkleinertes Gesamthirn verwendet wurde, sind in den 
Tabellen XVII und XVIII zusammengestellt. Sie stimmen im wesent- 
lichen mit den Befunden von Loebel iiberein. Von einer vollkommenen 
Wirkungslosigkeit der Fructose darf in der Mehrzahl der Versuche 
nicht gesprochen werden. Eher ist das beim Glykogen der Fall, das 
nur ganz selten einmal zu einer geringen Milchsiurevermehrung fihrte. 

Das Verhaltnis der glykolytischen Wirksamkeit ist fiir die Reihe 
Glucose, Fructose, Hexosediphosphorsaure, Glykogen 25,4 : 3,7 : 3,2: 1,0. 

Loebel fand beim Vergleich des Milchsiurebildungsvermégens der 
untersuchten Zucker mit der Atmungswirksamkeit, daB bei Glucose 
und Mannose beide parallel laufen, wihrend Fructose und Maltose die 
Atmung aufrecht erhalten, ohne glykolytisch zu Milchsaéure gespalten 
zu werden. 

Glykogen bildet weder Milchsiure, noch wird es veratmet. Loebel 
zieht hieraus den SchluB, daB Fructose in ganz anderer Weise als Glucose 
im Organismus verbrannt wird. Da aber das Milchsdiurebildungs- 
vermégen aus Fructose in den meisten Fallen nicht unbetrachtlich ist, 
erscheint mir diese Annahme nicht hinreichend bewiesen zu sein. 


8. Lunge. 

Der Stoffwechseltypus der Lunge entspricht nahezu dem des 
Hirns. Die Mehrbildung an Milchséure ist wesentlich geringer, ungefahr 
halb so groB wie bei Hirn. Glykogen ist fast ohne Wirkung. Fructose 
ist wirksamer als Hexosediphosphorsiure. Das Glykolysevermégen 
von Glucose, Fructose, Hexosediphosphorsiure und Glykogen verhalt 
sich wie 10,6: 5,6: 2,4: 1,0. 

Die Tabelle XIX veranschaulicht die Versuchsergebnisse. 


Tabelle XIX. 


Lunge. 





Milchsiure in mg-°,9 


a — —w — 


Milchsdurezunahme in mg-‘ 


Nr. die. Glu- Frue- Hexose- Gly- | Glu- | Fruc- | Hexs8e-| gty- Versuchstier 
rekt Null cose tose “ kogen cose tose — kogen 
1 92'123|407  — - 180 284 — 57 Kaninchen 
2 87:'192\477 — — 189 285. - - —2 
3 135 240/645 — -- 240 495 — 0 
4 101 163 636 — -- 199 473 - 36 ‘ 
5 76,127 410 — _ — 233 — -- - Hund 
6 156 399 864 600 450 408 477 = 210 60 18 Katze 
8 Tage alt 
7 66 116 314 178 162 149 198 62 46 21 Hund 
8 132 126 425 398 248 224 299 272 122 9S " 


Durchsehnittswert: 338 181 76 32 
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9. Schilddriise und Nebenniere. 


Der Stotiwechsel von iiberlebendem Schilddriisengewebe ist von 
Warburg, Rosenthal und Lasnitzki (a.a.O.) und vor allem von Walthard' 
bearbeitet worden. 

Rosenthal und Lasnitzki stellten ein starkes Schwanken der Sauerstoit- 
zehrung fest, desgleichen eine geringe anaerobe Milchsaéurebildung. Die 
starken Schwankungen in den einzelnen Werten fiihren sie auf den 
wechselnden Kolloidgehalt der Driise zuriick, auf eventuell anhaftendes 
Bindegewebe und auf das Vorkommen von Epithelkérperchen innerhalb 
der Driise. Walthard machte es sich zur Aufgabe, die Ursache fiir das 
starke Schwanken der Einzelwerte in bezug auf die GréBe der Atmung 
und Glykolyse zu ermitteln. Zur Beurteilung des Stoffwechsels zog er das 
histologische Bild des untersuchten Gewebes heran. Sind histologsich 
regressive Veranderungen erkennbar, dann ist die Atmung herabgesetzt 
und die Glykolyse gesteigert, wie bei Geweben mit starkem Wachstum. 
Durch die Kombination von morphologischer und physiologischer Methodik 
allein gelingt es nach ihm, den Stoffwechsel von Schilddriisengewebe und 
die starken Streuungen in den Versuchsergebnissen einigermaBen zu er- 
klaren. Trotz allem bleiben groBe Unterschiede bestehen, die nicht gedeutet 
werden k6nnen. 


Die Ergebnisse meiner Versuche sind in Tabelle XX wiedergegeben. 


Tabelle XX. 


Schilddriise und Nebenniere. 





: : Milchséurezunahme 
Milchsdure in mg-° 9 ‘ 


Nr. _ eS in mg-° , Organ Tag 
direkt Null Glucose Glykogen |) Glucose Glykogen 
1 157 277 =: 1750 503 1473 226 Sehild-| 6. III. 1931 
2 165 162 $882 366 720 204 drise 27. IV. 1931 
3 142 142 610 159 468 17 21. V.1931 
4 140 161 470 260 309 99 15. VI. 1931 
5 78 117 390 199 273 $2 30. VI. 1931 
6. 60 72 304 88 232 16 16. VIL 1931 
7 41 58 192 162 134 104 24. IX. 1931 
8 — 202 ~=1330 — 1128 — 9. X. 1931 
9 - 100 807 — 707 29. X. 1931 
10 _ 180 840 — 660 11. XI. 1931 
11 — 131 445 -~ 314 — 27. XI. 1931 
12 92 152 420 207 268 35 14. XI. 1931 
13 75 96 489 90 393 4 | 7. 1.1982 
1 230 240 310 310 70 70 Neben- 
2); 228 216 340 269 124 50 niere 
3 | 142 152 330 193 178 41 


Wie bei allen Organen mit alleiniger Ausnahme des Skelettmuskels 
und der Leber ist auch bei Schilddriise und Nebenniere Glucose als 
Milchsaurebildner allen anderen Kohlenhydraten tiberlegen. 


1 Walthard, Zeitschr. f. exper. Med. 79 451 1931. 
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Das Glykolysevermégen der Nebenniere ist nur gering, ungefahr 
dem der Leber entsprechend 

Die Héhe des Milchsiuremaximums bei Schilddriisengewebe nach 
Zusatz von Glucose ist sehr verschieden. Es zeigte sich, daB die GréBe 
der Glykolyse ganz von der Jahreszeit abhangt, wie aus der Tabelle XX 
und der graphischen Darstellung deutlich ersichtlich ist. Die Schwan- 
kungen sind ganz gewaltig und sicherlich nicht zufallig. 


1500. 




















Die Werte fiir die Mehrbildung der Milchsiure aus Glucose be- 
tragen maximal 1473 mg-°,,, minimal 134 mg-°%, also nur 9% des 
ersteren Wertes. Das Maximum des Milchsiurebildungsvermégens der 
Milchsaure aus Glucose wird sowohl Anfang Marz wie Mitte Oktober 
erreicht. Die Saiurewerte sinken von Marz bis September allmahlich 
immer tiefer und schnellen dann plétzlich innerhalb kurzer Zeit Anfang 
Oktober wieder steil in die Hohe. 

Dieses Phinomen diirfte woh] mit der chemischen Warmeregulation 
zusammenhangen. Hingewiesen sei darauf, daB die Maxima der Milch- 
siurewerte durch Glucosezusatz zeitlich mit der Haarung der Hunde, 
Ablegung des Winter- bzw. des Sommerpelzes, zusammenfallen. Die 
Untersuchungen miissen natiirlich fortgesetzt werden. 


Zusammenfassung, 


Es wurde die Fahigkeit der verschiedensten Gewebe untersucht, 
aus den zugesetzten Kohlenhydraten Glucose, Fructose, Hexosedi- 
phosphorsaure und Glykogen Milchséure zu bilden. 

Die Tabelle XXI faBt die Ergebnisse der Versuche zusammen. 
Noch deutlicher gibt vielleicht die graphische Darstellung ein Bild 
von der Rolle der Glucose und des Glykogens als Milchsaiurebildner in 
den verschiedenen Organen. 
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Tabelle XXI. 


Milchséurebildungsvermégen der verschiedenen Organe. 





Milchsdure mg % 
N 6S ££ & 
$$ § 8§ 8&§ 


= 
8 


Das Glykolysevermégen der Schilddriise 
jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen. 


Milehsdure in mg-° 


Hexose- 





Organ 
Glucose Fructose diphosphor-  Glykogen 
saure 

Skelettmuskel 

a) Kaninchen . 17 60 530 637 
b) Hund Pr D8 212 516 73 
Zwerchfellmuskulatur — 1 51 196 27 
Oesophagusmuskulatur . 22 26 124 — 26 
Zungenmuskulatur . 7 D7 105 47 
Herzmuskulatur . 507 88 83 64 
Glatte Muskulatur . 243 — — 1 

(Uterus, Mensch ) 

Leber a 24 34 82 16 
OS ae eee 282 D4 92 120 
Pankreas . 85 30 40 40) 
Milz . 221 110 22 157 
Hirn . 609 90 76 24 
Lunge . : 338 181 76 32 
Schilddrise é D45 109 
Nebenniere . 124 53 
-_ 
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Uber die Milchsiurebildung aus Methylglyoxal und ihre 


Beeinflussung durch Kohlenhydrate. 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Minster i. Westf.) 


(Eingegangen am 8. September 1932. ; 


Aus der vorangehenden Arbeit hat sich das wesentliche/ Resultat 
ergeben, daB die Wege, auf denen die einzelnen Organe aus verschiedenen 
Kohlenhydraten Milchsiure bilden, keineswegs einheitlich sind. Es 
mus deshalb mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB es sich um 
Unterschiede in der Verwertbarkeit der méglichen Zwischenstufen des 
Kohlenhydratstoffwechsels handelt. Es wurde daher die Fahigkeit 
der Organe gepriift, aus diesen Zwischenstufen des Kohlenhydrat- 
abbaues Milchsiure zu bilden. 


Die Bildung der Milchséure unmittelbar aus Glucose wird allgemein 
als unwahrscheinlich angesehen. Vielmehr wird das Auftreten der Milchsiéiure 
im Stoffwechsel der Gewebe durch den Zerfall von Kohlenhydraten in labile 
Verbindungen mit drei Kohlenstoffatomen erklart, die sich dann in Milch- 
séure umlagern. Diese Vorstellung bekam eine bestimmte Stiitze durch den 
von Neuberg' und Dakin und Dudley* unabhangig und gleichzeitig er- 
hobenen Befund, daB in allen tierischen Geweben ein wasserlésliches 
Ferment vorkommt, das Methylglyoxal leicht in Milchsaéure tiberzufiihren 
vermag. Die Tiatigkeit des Ferments ist nicht spezifisch auf Methylglyoxal 
eingestellt, sondern erstreckt sich auch auf dessen Homologe und Sub 
stitutionsprodukte. Das Ferment wird von Newberg als Ketonaldehyd 
mutase, von Dakin und Dudley als Glyoxalase bezeichnet. 

Durch Wasseraufnahme entsteht aus Methylglyoxal zunichst Methyl- 
glyoxalhydrat, das durch eine Dismutation (formal = innere Cannizarosche 
Reaktion) in Milchséure tibergeht. Dabei dient nach der Vorstellung von 
Wieland die CO-Gruppe als Wasserstoffakzeptor fiir die beiden aktivierten 
Wasserstoffatome; nach Dakin ist der ProzeB reversibel. 


1 Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 
2 Dakin u. Dudley, J. of biol. Chem. 14, 155 u. 423, 1913; 16, 505, 1914. 
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SchlieBlich wurde das Methylglyoxal selbst von Newberg und Kobel' 
und Vogt? bei der Spaltung von Hexosediphosphat durch Hefe, Muskel- 
und Lebergewebe einwandfrei nachgewiesen und _ identifiziert, nachdem 
Ariyama*® sein Vorkommen wahrscheinlich gemacht hatte. Eine An- 
reicherung an Methylglyoxal wurde dadurch erzielt, daB die Ketonaldehyd- 
mutase durch geeignete Vorbehandlung unwirksam gemacht wurde. Neuberg 
schwiichte die Glyoxalase durch Inkubation mit Toluol. Der Ketonaldehyd 
kann dann nicht zu Milchsaéure dismutiert werden und ist als solcher be- 
standig. Methylglyoxalbildung aus den girfahigen Hexosen lat sich unter 
den gewahiten Bedingungen nicht erzielen, weil mit einer Schadigung der 
Methylglyoxalase gleichfalls die vorbereitenden Fermentreaktionen. Uber- 
fiihrung der Hexosen in eine reaktionsfahige Form und Veresterung mit 
Phosphorséure, unterbunden werden. Man muf daher den Zellen phosphorv- 
lierte Zucker als Substrat anbieten, die auch ohne Co-Ferment abgebaut 
werden. 

Die quantitativen Verhaltnisse bei der enzymatischen Bildung der 
Milchséure aus Methylglyoxal sind von einer Reihe von Forschern unter- 
sucht worden (vgl. Neuberg4, Neuberg und Gorr’, Kuhn und Heckscher®, 
Sym’, Barrenscheen, Braun u. Drequss’). 

Die Dismutation des Methylglyoxals zu Milchséure verlauft je nach 
dem verwendeten Untersuchungsmaterial oder den aus ihm hergestellten 
Fermentpraiparaten, Extrakten oder Trockenpulvern, mehr oder weniget 
vollstandig. Neuberg erzielte bei Verwendung von tierischen Organen 
Umwandlungen von etwa 76’... Mit milchsaéurebildenden Bakterien gelang 
Neuberg und Gorr ein vollstandiger Umsatz des Methylglyoxals in Milch- 
siure. Versuche von Sym unter Newberg mit Trockenpraparaten aus Hecht- 
muskulatur und Hexosediphosphat als Substrat ergaben eine glatt aufgehende 
Bilanz von abgebautem Hexosediphosphat, Methylglyoxal ++ Milchsaure 

Zu widersprechenden Versuchsergebnissen gelangten in jiingster Zeit 
Barrenscheen und Mitarbeiter. Sie fanden nur einen Bruchteil des ver- 
schwundenen Methylglyoxals als Milchséure wieder. Fiir das Schicksal 
des unaufgeklirten Restes ergaben sich keinerlei Anhaltspunkte. = Di 
méglicherweise entstehenden Umwandlungsprodukte des Methylglyoxals. 
Brenztraubensaéure, Acetaldehyd, Hexosemono- und_ diphosphorsiure 
konnten nicht nachgewiesen werden, woraus sie schlieBen. daB eine Um- 
wandlung in diese Verbindungen auch nicht statthat. 


Methodik. 
1. Herstellung von Methylg/yoxal. 


Pinkus® destillierte Dioxyaceton mit Schwefelséure (1:5). Das 
reichlich Methylglyoxal enthaltene Destillat reagiert stark sauer und ist 
meist 1- bis 2°,ig. Eine praktisch séurefreie Methylglyoxallésung, 1.4- bis 


Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 207, 232. 1929. 
M. Vogt, ebenda 211, 17, 1929. 

Ariyama, J. of biol. Chem. 77, 395, 1928. 

Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913. 

Neuberg u. Gorr, ebenda 142, 490, 1925; 166, 482, 1925. 

Kuhn u. Heckscher, H. 160, 116, 1926. 

Sym, diese Zeitschr. 238, 251, 1931. 

Barrenscheen, Braun, Dreguss, ebenda 240. 381, 1931. 

G. Pinkus, Ber. 31, 31, 1898. 
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1,8° ig. erhielten Fischler' und Mitarbeiter. Sie gewannen zunachst durch 
Vakuumdestillation von Dioxyaceton mit Schwefelsiure (d = 1,23) unter 
Zusatz von Aluminiumsulfat eine etwa 15°,ige Methylglyoxallésung, die 
sehr viel Saure, vorwiegend Milchséure, enthielt. Durch Redestillation 
dieser Lésung unter Zusatz von Bariumcarbonat im Vakuum erhielten sie 
eine etwa 1.5° ,ige Methylglyoxallésung frei von Saure. 

Verdiinnte Methylglyoxallésung erzielte ich in Anlehnung an die 
Methode von Pinkus durch gewoéhnliche Destillation von Dioxyaceton 
mit Schwefelséiure (1: 100). Durch Verwendung von stark verdiinnter 
Schwefelséure erhilt man sehr séurearme Methylglyoxallésungen. Die 
Versuchsanordnung war kurz folgende: 5 g Dioxyaceton werden in 500 cem 
Wasser gelést und 5cem konz. Schwefeksiure hinzugefiigt. Darauf wird 
die Lésung in einen 750-cem-Ajeldahl-Kolben unter Zusatz von Siede- 
steinchen auf einem Asbestdrahtnetz zu lebhaftem Sieden erhitzt und 
das Methylglyoxal, das in Siedehitze aus Dioxyaceton selbst bei Gegenwart 
von verdiinnter Mineralsiure entsteht, abdestilliert. Die ersten 10 cem 
des Destillats werden verworfen. Nachdem noch weitere 200 cem ab- 
destilliert sind, wird die Destillation unterbrochen. Der Gehalt der Lésungen 
an Methylglyoxal wurde nach der von Fischler und Béttner? angegebenen 
Methode jodometrisch bestimmt. leem n/10 Jodlésung = 0,0009g¢ Methyl- 
glyoxal. Die Sauerung wurde titrimetrisch bestimmt. So verbrauchten 
10 cem einer 1,12°,igen Methylglyoxallésung 2,20 ccm n/l00 NaOH. Die 
Milchsiurebestimmung in den Methylglyoxallésungen nach der Friedemani- 
schen Methode ergaben, daB diese Sauremengen zumeist auf andere Séuren 
zuruckzufiihren sind. Methylglyoxal gibt dabei keinen Acetaldehyd, stort 
also bei der Milchsiurebestimmung nicht. Die nach der beschriebenen 
Methodik erhaltenen Methylglyoxallésungen sind recht verdiinnt, 0 5 bis- 
1,2° Vig, durchschnittlich 0,8°,ig. Fiir meine Versuche sind sie sehr geeignet. 

Hat man kein Dioxyaceton zur Verfiigung, so stellt man Methy!- 
glvoxal zweckmaBig nach einer einfachen, von Neuberg und Hofmann 
angegebenen Methode her. 


2. Bestimmung der Milchsdure in Methylqlyoxallésungen. 


Soll in einer methylglyoxalhaltigen Lésung Milchséure bestimmt 
werden, kommt eime Entfernung der Kohlenhydrate nach der itiblichen 
Kupfer-Kalkfallung nicht in Betracht, da bei der alkalischen Reaktion 
Methylglyoxal selbst bei tiefen Temperaturen sehr schnell in angenihert 
gleiche Mengen von Milch-, Essig- und Ameisensiure umgewandelt wird 
(vgl. Fischler), wodurch die Milchséurebestimmung illusorisch gemacht wiirde. 

Die Bestimmung der Milchséure und des Methylglyoxals nahm ich 
in der Weise vor, daB nach EnteiweiBung des Reaktionsgemisches mit 
100cem 10°,iger Trichloressigsiure in einem 200-cem-MeBkolben aut- 
gefiillt wurde. Ein aliquoter Teil des Filtrats wurde direkt ohne Kupfer- 
Kalkfallung auf Milchséure verarbeitet. 

DaB es statthaft ist, auch ohne Entfernung der Kohlenhydrate Milch 
siurebestimmungen im  Trichloressigsauretiltrat auszufiihren, zeigt ein 
Vergleich der gefundenen Werte mit denen, die nach dem iiblichen Ver 


1 Fischler, Haues, Tdufel, diese Zeitschr. 227, 156, 1930. 
2 Fischler u. Béttner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 1928. 
3 Neuberg u. Hofmann, diese Zeitschr. 224, 491, 1930. 
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fahren, EnteiweiBung nach Schenck mit anschlieBender Kupfer-Kalk- 
fallung erhalten wurden. Gefunden wurden 0,196 (0,205), 0,245 (0,260) 
und 0,421 (0,428)"°., Milchséure. Die eingeklammerten Zahlen beziehen 
sich auf die auf tibliche Weise erhaltenen Werte. Man sieht, daB eine aus- 
reichende Ubereinstimmung besteht. 


3. Bestimmung des Methylglyo.xcals, 

Zur Bestimmung des Methylglyoxals wurde ein anderer aliquote, 
Teil des Trichloressigsaéurefiltrats, gew6hnlich ein Viertel, mit einer be- 
rechneten Menge iiberschiissiger n/10 Jodlésung versetzt, mit 33° iger 
NaOH die Trichloressigsiure neutralisiert und die Lésung stark alkalisiert. 
Nach halbstiindigem Stehen (Jodoformbildung) wurde das iiberschiissige 
Jod nach Anséuern der Lésung mit Salzséure mit n/10 Thiosulfatlésun, 
unter Anwendung von Starke als Indikator nach Fischler zuriicktitriert 
Durch Subtraktion der im entsprechenden Versuch ohne Methylglyox 
gefundenen, meist sehr niedrigen Werte, wird die tatsichliche Methy 
glyoxalmenge ermittelt. Die Methodik ist sehr einfach und gibt gute Er 
gebnisse. 

Versuchsergebnisse. 

Die Versuchsansitze enthielten: 5g Gewebe, 15 ccm Phosphat 
pufferlésung, 5cem Wasser, 10 ccm Methylglyoxallésung bzw. Wasse: 
(Kontrollversuch). In den Versuchen, in denen der EinfluB von Kohlen- 
hydraten auf die Milchséiurebildung aus Methylglyoxal untersucht 
wurde, wurden statt 5cem Wasser 5ccm von | %igen Lésungen von 
Glucose, Fructose, Glykogen oder 2 %ige Lésung von hexosediphosphor- 
saurem Natrium hinzugefiigt. Die Ergebnisse sind in den Tabellen I 
bis IV zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Methylglyoxal. 





, mg-°/9 Milchsiure a 
= ‘ Methyl- Zunahme Organ Versuchstier Jemerkungen 
direkt Null glyoxal mg-°}o 
1 529 1210 2570 1360 Muskel Kaninchen 
2 204 . 482 1284 $52 a ° 
3a 360 690 1720 1030 ‘ ” 
3b 360 er 1360 850 a % ohne Puffer 
578 600 1825 1225 a ‘é 
5 530 648 1920 1272 “ 
6a 403 765 1820 1955 ‘i ” 
bb 403 546 1329 774 se ~ ohne Puffer 
7a 72 83 1210 1127 Niere Hund 
7b 72 101 816 715 ‘ e Toluol 
8 140 294 1678 1324 Leber Kaninchen 
9 177 177 940 763 Hirn Hund 
10 158 240 1046 806 Leber Kaninchen 
11 543 810 2490 1680 Muskel - 
12a 417 910 2430 1520 se ‘ 
12b 417 825 1719 894 » * Toluol 
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Barrenscheen und Mit- 
arbeitern, die aus Versuchen mit defibriniertem Blut bzw. roten Blut- 
kérperchen gewonnen wurden, ergaben meine Methylglvoxalbilanz- 
versuche in der Mehrzahl der Falle ein angen&hertes Parallelgehen 
von Methylglyoxalschwund und Milchsaiurebildung. 


Unter dem EinfluB von Hirngewebe erzielte ich Umwandlungen 
von 97%, von Lebergewebe 87,5 bis 92%, von Nierengewebe von 91 °,, 
von Muskelgewebe 80 bis 92°%. Lediglich in einem Falle wurden nur 
52°, des verschwundenen Methylglyoxals als Milchsiure wieder- 
gefunden. 

Barrenscheen and Mitarbeiter beobachteten dagegen nur einen Umsatz 
von 8,4 bis 16,8°., in einem aus der Reihe fallenden Versuch von 48°... 

Die Bestimmung des Methylglyoxals nahmen Barrenscheen und Mit 
arbeiter mittels einer von ihnen ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode 
vor, die darauf beruht, das Methylglyoxal nach EnteiweiBung des Versuchs- 
ansatzes mit Trichloressigsiure durch 2,4 -Dinitrophenylhydrazin als in 
Wasser und Alkohol unlésliches Bishydrazon ausgefallt wird. In Alkohol 
Kalilauge lést sich das Bishydrazon mit intensiver, charakteristische: 
Violettfarbung, die mit einer Lésung bekannten Gehaltes kolorimetrisch 
verglichen wird. Der Gehalt der Methylglyoxalstammlésung wurde durch 
Jodtitration nach Kuhn und Heckscher (a. a.O.) ermittelt. 


Mit der quantitativen Bestimmung von Methylglyoxal haben sich in 
jiingster Zeit Fischler und Béttner (a. a. O.) eingehend beschaftigt. Es gelang 
ihnen, den chemischen Mechanismus der oxydativen Jodierung von Methy] 
glyoxal durch alkalische Jodlésung einwandfrei aufzukléren. Die chemi- 
schen Vorgiange vollziehen sich nach folgender Formulierung: 
CH,.CO.CHO + 4J, + 7KOH = CHJ, + C,0,K, + 5KJ + 5H,0. 

Man ersieht aus der Gleichung, daB zur Jodoformbildung fiir ein 
Molekiil Methylglyoxal acht Jodatome erforderlich sind. 1 cem n/10 Jod- 
lésung entspricht mithin 0,0009 g = 0,9 mg Methylglyoxal. 

» Kuhn und Heckscher geben unter den gleichen Bedingungen 2,64 mg 
als Umrechnungsfaktor an. Die Werte von Kuhn und Heckscher sind 
mithin 2,93mal zu hoch. 

Da der theoretische Faktor nach Kuhn und Heckscher 3,6 betragen 
soll, anderten sie das Verfahren in der Weise ab, daB sie die Jodtitrationen 
in einer Mischung von Natriumcarbonat und Natriumbicarbonat be- 
stimmter Zusammensetzung vornahmen. Dabei soll keine Jodoform- 
bildung mehr auftreten, was ich nicht bestatigen konnte. Es bilden 
sich langsam erhebliche Mengen Jodoform. Li8t man die Umsetzung 
mit Jod in bicarbonat-sodaalkalischer Lésung bei bestimmter Tem- 
peratur und Einwirkungszeit vor sich gehen, so erhalt man nach den 
Angaben der beiden Forscher ausgezeichnete Resultate. Von mir 
genau nach den Angaben von Fischler und von Kuhn und Heckscher 
durchgefiihrte Methylglyoxalbestimmungen ergaben fiir dieselbe Methy!- 
glyoxalmenge einen Jodverbrauch von 40,6 bzw. 28,60 cem n/10 Jod- 
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lésung. Unter Zugrundelegung der Umrechnungsfaktoren erhalt man 
im ersten Falle 40,60 .0,9 = 36,54 mg, im zweiten Falle 28,60 . 3,6 

102,96 mg Methylglyoxal. Die Kuhnschen Werte sind also 2,82 mal 
zu hoch. Da Barrenscheen und Mitarbeiter nach dem Kuhnschen Ver- 
fahren gearbeitet haben, miissen ihre Werte umgerechnet werden, um 
die tatsichlichen Umsatze feststellen zu kénnen. 


Die von mir gewonnenen Versuchsergebnisse stimmen mit Befunden 
iiberein, die Gorr und Perlmann' (unter Neuberg) bei Verwendung von 
Fermentausziigen aus Kaninchenmuskulatur und Leber erhielten. Sie 
bestimmten das Methylglyoxal gravimetrisch als p-Nitrophenylhydrazon. 
Die aus dem zugefiigten Methylglyoxal entstandene Milchsaure 
betrug beim Muskelextrakt 77 bis 90°,, bei Leberextrakt 64° 
theoretischen Menge. 


Auch in ungepufferter Lésung ist Methylglyoxal ein Milchsaure- 
bildner. Die Ketonaldehydmutase ist mithin noch wirksam, wenn der 
Abbau des Glykogens zu Milchsaure bereits aufgehért hat. 


Die Toluolempfindlichkeit der Glyoxalase ist von Dakin und Dudley 
beschrieben und von Kuhn und Heckscher (a. a. O.) nicht bestatigt worden, 
wohl aber von Neuberg (siehe oben) beobachtet. 


Aus den Bilanzversuchen 6 und J1 der Tabelle II geht hervor, 
da8 Toluol —- die Versuchsansitze wurden griindlich mit 5 cem Toluol 
durchgeschiittelt -- eine hemmende Wirkung auf die Ketonaldehyd- 
mutase hat. Diese Schidigung des Ferments durch Toluol wird nur 
dann sichtbar, wenn ein Uberschu8 von Methylglyoxal vorhanden ist. 
Ist dagegen alles Methylglvoxal verschwunden, so kann trotz Toluol- 
zusatz derselbe Endzustand, wenn auch spater, erreicht werden. 


Der leichten Zerstérbarkeit des Methylglyoxals in allen Geweben steht 
der Nachweis gegeniiber, daB Methylglyoxal bei intravendéser Injektion 
ein schweres Gift ist. Nach Sjollema und Seekles? ist die tédliche Dosis pro 
Kilogramm Kaninchen 0,3 g Methylglyoxal, dagegen wird 1g pro Kilo- 
gramm subcutan injiziert ohne Schidigung vertragen. Das Vergiftungsbild 
ist von Fischier* genauer untersucht worden und von ihm mit dem hypo- 
glykamischen Syinptomenkomplex durch zu hohe Insulingaben verglichen 
worden. Da die toxischen Erscheinungen ebenso wie die Insulinvergiftung - 
»glykoprive Intoxikation* durch Zuckereinspritzung sofort gebessert 
werden kénnen, nimmt Fischler an, daB unter der Insulinwirkung durch 
die Beschleunigung des Zuckerabbaues mehr Methylglyoxal entsteht, als 
physiologischer Weise durch die vorhandenen Fermente abgebaut werden 
kann. Gegen das Auftreten von Milchséure als Entgiftungsprodukt des 
Methylglyoxals spricht der Umstand, da8 im hypoglykiaimischen Symptomen - 
komplex die Muskulatur stark alkalisch, nicht sauer reagiert. Der Organis- 
mus mu mithin tiber andere Wege verfiigen, auf denen er Methylglyoxal 


' Gorr u. Perlmann, diese Zeitschr. 175, 433, 1926. 
2 Sjollema u. Seekles, ebenda 176. 431, 1926. 
3 Fischler, H. 165, 68, 1927. 
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zu entgiften imstande ist. Dieser Entgiftungsvorgang bedarf der Mit wirkung 
der Kohlenhydrate. Erinnert sei daran, daB der Organismus sich auch des 
Zuckers bedient. um die Fettsdéuren regulaér abzubauen und deren Spaltungs- 
produkte zu entgiften, wie die Behandlung der Azidosis beim Diabetiker 
lehrt. 

Wie wir gesehen haben, geht die Bilanz des verschwundenen 
Methylglyoxals und der daraus gebildeten Milchséure nicht immer auf. 
Die Versuchsbedingungen, unter denen Methylglvoxal verschwindet, 
ohne als Milchséure wieder zu erscheinen, sind zunachst nicht klar. 
Die oben geschilderten therapeutischen Versuche Fischlers, durch die 
ein Antagonismus von Kohlenhydraten gegen die Methylglyoxal- 
vergiftung nachgewiesen ist, legen den Gedanken nahe, daB die Methy!l- 
glvoxalumwandlung in irgendeiner Weise durch Kohlenhydrate be- 
einfluBt wird. Diese Frage wurde in der Weise untersucht, daB die 
Milchsaiurebildung aus Methylglvoxal bei gleichzeitiger Gegenwart von 
verschiedenen Kohlenhydraten bestimmt wurde. Die Versuche sind 
in Tabelle II] und IV zusammengestellt. 

Sie ergeben kein einheitliches Bild. Eine reine Addition der Milch- 
siurebildung findet sich in Versuch 2 und 3 bei Methyvlglvoxal — Hexose- 
diphosphorséure, manchmal auch bei Glykogen. 

Neben der einfachen Addition in den eben genannten Versuchen, 
bei denen sich die Milchséiuremenge, die aus den beiden Zusitzen fiir 
sich gebildet wird, einfach addiert, stehen andere Versuche, in denen 
der Milchsiurewert hinter dieser Summe zuriickbleibt. Dieser Fall ist 
in Versuch 1 der Tabellen IIIT und IV verwirklicht. Der Abbau des 
Methylglyoxals ist dabei durch die Zusitze nicht wesentlich beeinfluBt. 
Wahrend aus Glykogen allein 9,50 mg auf 1 g Gewebe oder 950 mg-°,, 
Milchsiure entstanden sind, sind es bei gleichzeitigem Methylglyoxal- 
zusatz 16,50 mg, mithin nach Subtraktion des auf das Methylglvoxal 
entfallenden Anteils von 12,25 mg fiir das Glykogen allein 4,25 mg. 
Die Milchsdurebildung aus Glykogen bei Gegenwart von Methylglyoxal 
4,25 . 100 

950 
ist also um 55°, gehemmt. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da das 
Methylglyoxal das Zwischenprodukt auf dem Wege zur Milchsaure ist. 
Hier wiirde also das dismutierende Fermentsystem tiberbelastet sein 
und die Summe des zugesetzten und des aus dem Glykogen entstandenen 
Methylglyoxals nicht haben bewaltigen kénnen. 


betragt somit nur 45°, des Wertes aus Glykogen allein, 


Sehr viel auffallender ist aber das Ergebnis in den Versuchen 2a, 
2b und 2d, sowie 5a, 5b, 5c, 5e, 5f, 5g, der Tabellen IIT und IV, in 
denen bei gleichzeitigem Zusatz von Methylglyoxal und Kohlenhydrat 
die Milchsdurebildung hinter der Menge zuriickbleibt, die in den Ver- 
suchen erreicht wurde, bei denen Methylglyoxal allein angeboten wurde. 
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In Versuch 2b der Tabelle ITT und IV sind aus Methylglyoxal allein 
1272 mg-°%,, aus Glykogen allein 751 mg-°%, Milchsaiure gebildet worden. 
Die Kombination Methylglyoxal + Glykogen fiihrt dagegen nur zu 
1102 mg-°, Milchsauresteigerung. 

In allen Fallen ist dabei das vorgelegte Methylglyoxal im gleichen 
Umfange verschwunden. Es mu8 also einen anderen Abbauweg des 

ethylglyoxals geben, der nicht zur Milchsdure fiihrt. Dies kénnte 
die Brenztraubensaure sein, deren Bildung, auch unter anoxybiotischen 
Bedingungen von Hahn, Fischbach und Haarmann' nachgewiesen worden 
ist. Ob andere Reaktionen, etwa Kupplungsvorgange mit anderen Abbau- 
produkten der Kohlenhydrate, eine Rolle spielen oder Vorginge, die 
mit der Resynthese im Zusammenhang stehen, laBt sich zunachst nicht 
entscheiden. Dazu sind genaue Bilanzversuche notwendig. in denen 
neben Milchsiure und Methylglyoxal vor allem auch die Kohlen- 
hydrate bestimmt werden. Diese Frage ist die Aufgabe weiterer Unter- 
suchungen. 
Zusammenfassung. 

Die Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsiure durch die 
verschiedenen Gewebe verlauft nicht vollstandig, betragt durchschnitt- 
lich 80 bis 90°, und ist durch Kohlenhydrate beeinfluBbar. 


1 Hahn, Fischbach u. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 88, 516, 1929; vel. 
auch Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929; 229, 255, 1930. 











Uber die Milchsaurebildung aus Brenztraubensiure. 
Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westt.) 


(Eingegangen am 8. September 1932.) 


Durch die Arbeiten von Hahn, Fischbach und Haarmann'! wurde die 
Brenztraubensaéure als Dehydrierungsprodukt der Milchséure im Muskel 
gewebe bei Verwendung von Methylenblau als Wasserstoffakzeptor nach- 
gewiesen. Diese Séure entsteht auch ohne Zusatz von fremden Wasser- 
stoffakzeptoren, wobei im Gewebe vorhandene Stoffe die Rolle von Wasser- 
stoffakzeptoren tibernehmen. Cyankalium hat auf die GréBe der Dehydrie- 
rung keinen EinfluB, wie Hahn und Haarmann? dartun konnten. 

Der umgekehrte Weg. die Reduktion von Brenztraubensaure zu Milch- 
sdure ist ebenfalls méglich. P. Mayer’, der die Beziehungen zwischen 
Brenztraubensiure und Milchséure untersuchte, fand nach subcutane1 
Zufuhr von Brenztraubenséiure eine Ausscheidung von optisch aktiver 
Milchsaéure im Harn; desgleichen beobachteten Embden und Oppenheimer* 
an der Hundeleber den Ubergang von Brenztraubensaéure in Milchsaure. 
Dieser Hydrierungsproze8 war in jiingster Zeit Gegenstand der Unter- 
suchungen Utewskis®, der mit iiberlebendem Muskel-, Leber- und Hirn- 
gewebe arbeitete; er erzielte eine nur minimale Milchséurebildung aus 
Brenztraubensaure. Abweichend verhielt sich die Brustmuskulatur det 
Taube, die starker wirksam war als Beinmuskulatur. 


Die Brenztraubenséure kam in 1 %iger Lésung nach Neutralisation 
mit Natronlauge zur Anwendung. Die Milchsiurebestimmung wurde 
wie iiblich vorgenommen. Die Brenztraubensaiure gibt dabei keinen 
Acetaldehyd, stért also die Milchsiurebestimmung nicht. 

Die Versuche hatten folgende Zusammensetzung: 5g Gewebe. 
10cem Phosphatpufferlésung, px = 7,0, m/7,5, l5cem Wasser 
(Nullversuch). 5g Gewebe, 10 ccm Phosphatpuffer, 10 com Wasser, 
5cem Brenztraubensaure, 1 ig. 

Wie aus den Versuchen hervorgeht, ist das Milchsiurebildungs- 
vermégen aus Brenztraubensiure selbst bei Verwendung derselben 


! Hahn, Fischbach, Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 88, 516. 1929. 
2 Hahn u. Haarmann, ebenda 89, 563, 1930. 

3 P,. Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912. 

4 Embden u. Oppenheimer, ebenda 54, 335, 1913. 

5 Utewski, ebenda 216, 406, 1929. 





Nr. 


DrID Ore Wr e 


4 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
l6a 
16b 
17a 
17b 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
Orga 
worte 
sehr 
Hirn, 
wiese 
zlere? 
iiber 
halte: 
gerin, 
traub 
Uber 


im iib 
Niere 
Musk 
Brenz 
des ¥ 
Organ 








lie 
| 
h- 


le. 


h- 


en 


el 


P< 


enh 








W. Haarmann: Milchsaéurebildung aus Brenztraubensaure. 137 





Milchs&ure in mg-°®/ 


— —p————————| MaIGheiare- 
Nr. Brenz- zunahme Organ Versuchsobjekt 
direkt Nall trauben- 
saure mg-°/o 
1 28 218 427 209 Leber Hund 
2 137 408 731 323 - Kaninchen 
3 74 224 345 121 2 Hund 
4 66 144 221 77 “ Kaninchen 
5 262 424 1010 586 a Hund 
6 152 240 540 300 bd Katze 
7 140 294 438 144 - Kaninchen 
8 104 202 535 233 = Hund 
i) 211 429 531 102 Herz 
10 184 276 720 444 e - 
11 430 554 641 87 Muskel Kaninchen 
12 250 738 815 77 A . 
13 190 513 716 203 a Hund 
14 331 513 576 63 o . 
15 578 600 760 160 . Kaninchen 
l6a 538 1038 1276 238 Brustmuskel Taube 
16b 519 678 786 108 Beinmuskel ‘ 
17a 522 696 85 158 Brustmuskel 
17b 297 375 549 175 Beinmuskel e 
18 322 404 432 28 Muskel Kanincheu 
19 274 352 438 86 e , Gans 
20 256 297 340 43 Zwerchfell Hund 
21 177 177 326 149 Hirn a 
22 189 225 478 253 n 
23 174 187 225 38 Niere 


Organe verschiedener artgleicher Tiere groben Schwankungen unter- 
worfen. Am starksten ist das Hydrierungsvermégen der Leber, das 
sehr erheblich sein kann. Alle untersuchten Organe, Leber, Niere, 
Hirn, Skelettmuskulatur, Zwerchfell und die glatte Muskulatur, er- 
wiesen sich als wirksam, die Brenztraubensiure zu Milchsaiure zu redu- 
zieren. Fur eine Sonderstellung der Brustmuskulatur der Taube gegen- 
iiber der Beinmuskulatur ergeben sich keine Anhaltspunkte. Im Ver- 
halten des Brustmuskels der Taube zur Beinmuskulatur bestehen nur 
geringe quantitative Unterschiede. Was die Menge der aus Brenz- 
traubensaure gebildeten Milchséure angeht, so besteht eine weitgehende 
Ubereinstimmung mit den Versuchsergebnissen Utewskis. 


Zusammenfassung. 


Es wurde das Milchsiurebildungsvermégen der Brenztraubensiure 
im tiberlebenden Gewebe untersucht. Alle untersuchten Gewebe (Leber, 
Niere, Hirn, Skelettmuskulatur, Herzmuskulatur, Zwerchfell und glatte 
Muskulatur) besitzen das Vermégen, unter anaeroben Bedingungen 
Brenztraubensiure zu Milchséure zu reduzieren. Die GréBenordnung 
des Milchséurebildungsvermégens ist selbst bei Verwendung derselben 
Organe verschiedener artgleicher Tiere sehr wechselnd. 








Uber das Zusammenwirken verschiedener Kohlenhydrate 
bei der Milchsiurebildung. 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 8. September 1932.) 


Wie in einer friiheren Mitteilung gezeigt worden ist, wird die Milch- 
siurebildung aus Methylglvoxal durch die Gegenwart anderer Milch- 
siurebildner weitgehend beeinfluBt. Bei Verwendung von Gewebsbrei 
haben wir aber immer damit zu rechnen, daB auBer den zugesetzten 
Kohlenhydraten noch die im Gewebe priformierten Kohlenhydrate in 
unbekannten Mengenverhaltnissen fiir die Milchséiurebildung in Betracht 
kommen. Es liegt also immer der Fall vor, dafs mehrere Milchsaure- 
bildner zusammenwirken. 

Die vorliegenden Versuche hatten die Aufgabe, diesen Verhalt- 
nissen experimentell nachzugehen. Zu diesem Zwecke wurden dem 
Gewebsbrei aus verschiedenen Organen gleichzeitig verschiedene Kohlen- 
hydrate zugesetzt. Zur Verwendung kamen: Glucose, Fructose, hexose- 
diphosphorsaures Natrium und Glvkogen. Es wurden folgende Kom- 
binationen untersucht: Glucose + Fructose, Glucose + Hexosedi- 
phosphorsiure, Glucose + Glykogen, Fructose + Hexosediphosphor- 
siure, Fructose +- Glykogen, Glykogen + Hexosediphosphorsaure. Die 
Konzentration der einzelnen Kohienhydrate in den Versuchsansatzen 
betrug 0,2°, von hexosediphosphorsaurem Natrium entsprechend 
seinem geringeren Hexosegehalt 0,4 °%%. 

Die Ergebnisse, die in derselben Versuchsanordnung gewonnen 
wurden, wie friiher mitgeteilt, sind in der Tabelle zusammengestellt. 

Die Ergebnisse zeigen alle Méglichkeiten, die bei der gleichzeitigen 
Anwendung von zwei Milchsaurebildnern denkbar sind. 

1. Die Milchstiuremenge “st gleich der Summe der durch die beiden 
Zusitze fiir sich gebildeten Sdéure. Der einfachste Fall einer reinen 
Addition der Milchsiurewerte ist nur selten zu beobachten. Er findet 
sich in den Versuchen 5f, 12f gegeniiber der Kombination Glucose 
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Hexosediphosphorsiure, Versuch l5e gegeniiber der Kombination 
Glucose + Fructose, Versuch 41 und 7i gegeniiber der Kombination 
Fructose + Glykogen. 

2. Die Milchsdure tiberschreitet die Summe der durch die Teil- 
reaktionen gebildeten Sduremenge. In vielen Fallen tritt sogar eine 
Potenzierung der Milchsiuremenge durch die zugesetzten Kohlen- 
hydrate ein, so z. B. bei den Versuchen 4f, 4g, 4h, 6f, 61, Of, 10h, 
l1lf, llg, 11h, 11j, 8h, 16j. Wahrend in Versuch 11j bei der Kom- 
bination Glykogen + Hexosediphosphorsiure 662 mg-°, Milchsiure 
mehr gebildet wurden als im Kontrollversuch ohne Zusatz von Kohlen- 
hvdrat, entstanden in den Parallelversuchen aus Glykogen allein 
168 mg-°,, und aus Hexosediphosphorsaure allein 180 mg-°%. 

3. Die Milchsdéurewerte sind niedriger als die der Summe der Teil- 
reaktionen. In der Mehrzahl der Fille erfolgt keine einfache Addition 
der durch jedes der Zusatze fiir sich gebildeten Milchsiuremenge, 
sondern die gefundenen Werte bleiben hinter dieser Summe zuriick. 
Die Erklarung dafiir kénnte darin liegen, daB hier die gleichen Abbau- 
wege zu einer zu starken Belastung einzelner fermentativer Zwischen- 
prozesse fiihren. In Versuch | sind beim Skelettmuskel des Kaninchens 
z. B. auf Glykogenzusatz 570 mg-°,, auf Zusatz von Hexosediphosphor- 
saure 795 mg-°%, Milchsiure mehr nachgebildet worden als im Kontroll- 
versuch ohne Kohlenhydratzusatz. Kombinierter Zusatz dieser beiden 
Kohlenhydrate hat dagegen nur zu einer Mehrbildung von 388 mg-°, 
Milchsaure gefiihrt. Es ist mithin nur ein Drittel der Milchsiure ent- 
standen, die bei einer reinen Addition der Milchséiurewerte zu erwarten 
gewesen wire. Die Befunde am Herzmuskel sind besonders hervor- 
zuheben. Hier ist die Milchsaurebildung aus Glucose durch Glykogen 
stark gehemmt. 

4. Die gebildete Milchstiuremenge ist bei Gegenwart von Kohlen- 
hydraten niedriger als im Kontrollversuch ohne Kohlenhydratzusatz. 
Von besonderer Wichtigkeit sind die Falle in denen der Zusatz von 
zwei Kohlenhydraten zu einer Hemmung der Milchsiurebildung fihrt. 
Beispiele hierfiir sind Versuche 5e, 12e und 12g. Bemerkenswert sind 
die Versuche mit Herzmuskel. Hier (Versuch 12) hat sowohl Fructose 
wie Glykogen die Milchsiurebildung aus Glucose vollkommen unter- 
driickt, in Versuch 13g und 14g hat Glykogen stark gelhemmt. 

Diese Versuche entsprechen den Fallen, in denen der Zusatz eines 
Kohlenhydrates zu dem im Gewebe praformierten Kohlenhydraten 
die Milchsiurebildung unter die Werte herunterdriickt, die aus dem 
Gewebe ohne Zusatz entstehen kénnen. Auf einige Beispiele dieser 
Art in einer friiheren Mitteilung sei hier hingewiesen. So zeigt sich die 
hemmende Wirkung der Glucose auf die Milehsiurebildung bei der 
Muskulatur von Winterfréschen, die bekanntlich einen hohen Glykogen- 
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Zusammenwirken versch. Kohlenhydrate bei der Milchséurebildung. 14] 


vehalt aufweist. Das gleiche Verhalten findet sich in der Mehrzahl der 
Falle bei der Muskulatur von Zwerchfell, Zunge und Osophagus des 
Hundes, das sowohl durch Glucose- wie Glykogenzugabe in Erscheinung 
tritt. Auffallig ist, daB gerade in den Versuchen, bei denen Glucose 
oder Glykogen bei diesen Muskulaturen hemmen, die ohne Zusatz 
nachgebildete Milchséure sehr hoch ist. Steht dagegen nur wenig 
praformiertes Kohlenhydrat zur Milchsaurebildung zur Verfiigung, so 
werden auch zugesetzte Kohlenhydrate in Milchsiure gespalten. 

Kine Hemmung der Milchsiurebildung durch ein zugesetztes 
Kohlenhydrat findet sich in einer Reihe von Versuchen, so in Versuch | b, 
2a, 2b, 10a und 10b. Kommen, wie in den Versuchen 2 und 10 zwei 
Kohlenhydrate, die jedes fiir sich allein die Milchsiurebildung hermmen, 
zur Anwendung, so wird, wie in Versuch 2e, die Hemmungswirkung 
der beiden Kohlenhydrate verstarkt oder aber, wie in Versuch le, 
aufgehoben. In den Versuchen 10 und 12 hat das Kohlenhydrat, in 
diesem Falle Fructose, das fiir sich allein einen hemmenden EinfluB 
auf die Milchsiurebildung ausiibt, aus Hexosediphosphorsiure vermehrt 
Milchséiure entstehen lassen. 

Uber den Mechanismus der Fermentreaktionen, die bei dem Zu- 
sammenwirken von verschiedenen Kohlenhydraten auf die Milchsaure- 
hildung beeinfluBt werden, wissen wir nichts. Untersuchungen dariiber 
sind im Gange. 

Zusammenfassung. 

Beim Zusammenwirken verschiedener Kohlenhydrate auf die 
Milchsdurebildung im Gewebe kommen vier Méglichkeiten in Betracht: 

1. Die Milchsiuremenge ist gleich der Summe der durch die beiden 
Zusatze tir sich gebildeten Saure. 

2. Die Milchséure iiberschreitet die Summe der durch die Teil- 
reaktionen gebildeten Sauremenge. 

3. Die Milchsiurewerte sind niedriger als die der Summe der 
Peilreaktionen. 

4. Die gebildete Milchsiuremenge ist bei Gegenwart von Kohlen- 
hydraten niedriger als im Kantrollversuch ohne Kohlenhydratzusatz. 








Uber den Abbau von Glykogen und Glucose in verschiedenen 
Geweben (Bilanzversuche). 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 8. September 1932.) 


Die Beziehung zwischen Kohlenhydratschwund und Milchsaurebildung 
sind vor allem von Parnas und Wagner! und Meyerhof® an der Skelett 
muskulatur des Frosches untersucht worden. Die gefundene Milchsaure 
entspricht bei Parnas und Wagner nur in einzelnen Versuchen der ver- 
schwundenen Glykogenmenge, in anderen dagegen nicht. In den Meyerhof- 
schen Versuchen entsprechen Milchséurebildung und Glykogenabnahme 
einander in ausreichender Genauigkeit. Anders verhalt es sich bei der 
Spaltung von zugesetztem Glykogen. Hier kommt es zu einer Anhaéufung 
von Hydrolyseprodukten des Glykogens. Als erster beobachtete Laqueur® 
im Froschmuskelbrei die Bildung eines reduzierenden Zuckers. Er _ halt 
ihn fiir die eigentliche Reaktionsform der Kohlenhydrate, in die erst alle 
iibrigen garfahigen Zucker vor ihrer Spaltung in Milchséure verwandelt 
werden miissen. Von Euler‘ und Mitarbeiter stellten gleichfalls das Aut- 
treten eines reduzierenden Zuckers sowohl aus zelleigenem sowie zuge- 
setztem Glykogen im Kaninchenmuskelbrei fest. Lohmann® bestatigte 
diese Befunde am Froschmuskelbrei, der in Phosphatlésung suspendiert 
war. Mit zunehmender Sauerung des Gewebes bis zu po = 5,9 wird die 
Ausbeute an reduzierendem Kohlenhydrat gr6Ber, was auf einer Hemmung 
der Milchséurebildung durch die saure Reaktion zuriickgefiihrt wird. Die 
Hydrolyse des Glykogens zu Hexose ist gegen Anderung des Milieus weniger 
empfindlich als die Spaltung des Hexosemolekiils in Milchsaéure. Uber 
die chemische Natur dieser sogenannten Zwischenkohlenhydrate wissen 
wir nur sehr wenig. Lohmann isolierte bei der Hydrolyse des Glykogens 
durch das diastatische Ferment des Muskels ein héheres reduzierendes 
Saccharid, das mit dem von Pringsheim® hergestellten Trihexosan groBe 


1 Parnas u. Wagner, diese Zeitschr. 41, 386, 1912. 
2 Meyerhof, Pfliigers Arch. 182, 284, 1920. 
3’ Laqueur, Hoppe-Seylers Zeitschr. 116, 169, 1921. 


4 ». Euler, Myrbdack u. Karlsson, ebenda 143, 243, 1925. 
5 Lohmann, diese Zeitschr. 178, 444, 1926. 
® Pringsheim, Zuckerchemie 1925. 
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\hnlichkeit besitzt. Es ist nicht vergarbar, dialysabel und mit Alkohol 
illbar. Nach Saurehydrolyse bildet es mit Phenylhydrazin ein Osazon. 
in allerjiingster Zeit gelang Sahym'! der Nachweis eines weiteren Kohlen- 
iydrates im Hundemuskel. Im Gegensatz zu den von Lohmann hergestellten 
rihexosan reduziert es nicht, ist nicht dialysabel und gibt die Glykogenfarb- 
reaktion mit Jod. 

Wie in einer friiheren Arbeit tiber das Milchséurebildungsvermoégen 
der Gewebe ausgefiihrt wurde. bildet der Skelettmuskel in gréBerem Um- 
iange aus Glykogen Milchséure. Meyerhof*® fiihrt das Unvermdégen des 
Gclykogens bei anderen Geweben wie Muskelgewebe zur Milchsaéurebildung 
zu fiihren, auf mdéglicherweise ungeniigendes Eindringen zuriick. Auch 
Cort® schlieBt, da Glykogen im Tumorstoffwechsel nicht zu vermehrter 
Milchséurebildung fiihrt, daB es nicht in den Tumorstoffwechsel eintritt. 
Er bezieht es gleichfalls auf mangelhaftes Eindringen des Glykogens in 
die Zellen. 

Methodik. 


1. Bestimmung der Milchsdure und reduzierenden Kohlenh ydrate. 


Will man neben Milchséure noch die reduzierenden Kohlenhydrate. 
Hexose und die reduzierenden Polysaccharide bestimmen, so ist die Ent- 
eiweiBung nach Schenck unbrauchbar, weil durch die starke Mineralsaure 
auch nicht reduzierende héhere Kohlenhydrate gespalten werden. Als ein 
sehr brauchbares EnteiweiBungsmittel hat sich mir Zinkhydroxyd é¢rwiesen. 

Die Versuchsansatze enthielten: 5 bis 10 g Gewebe, 20 cem Phosphat- 
pufferlésung m/7,5, px = 7,0, 20cemH bzw. l0cem H,O und 10 cem einer 
1°%oigen Glucose- oder Glykogenlésung. 

Die Versuchsansaétze wurden durch einen Trichter in MeBkolben von 
200 ccm gespult, dann nach Zusatz von 10 cem 50° iger Zinksulfatlésung 
(fir 5 bis 10g Gewebe) und Phenolphthalein mit 33° iger Natronlauge 
bis zur schwachen Rotfarbung des Phenolphthaleins versetzt. Nach Ent- 
fernung des Uberschusses von NaOH durch einige Tropfen Zinksulfatlésung 
bis zum Verschwinden der Rotfarbung wurde mit Wasser bis zur Marke 
erganzt und nach 6fterem kraftigen Durchschiitteln nach 1 Stunde auf 
einer Porzellannutsche fest abgesaugt. Vom Filtrat wurden 100 cem zu 
Bestimmung der reduzierenden Substanzen, 50cem zur Milchsaure- 
bestimmung benutzt. 

Die Kohlenhydratbestimmung wurde nach der Methode von Meissel- 
Allihn* vorgenommen. Die Meissel-Allihnsche Zuckerbestimmung ist im 
Prinzip gleich der nach Fehling oder Bertrand. Sie hat diesen gegeniiber 
den Vorteil, daB sie auf gréBere Fliissigkeitsmengen berechnet ist, man 
erspart sich so das fiir die Bertrandsche Bestimmung notwendige Ein- 
dampfen auf 20ccm. Nach den Untersuchungen von Somogyi® ist das 
Filtrat nach ZnSO,-NaOQH-Fallung ohne Erhitzen der Lésung frei von 
Harnsaéure, Kreatin und Glutathion und gibt wahre Reduktionswerte. 


* Sahym, J. of biol. Chem. 94, 253, 1931. 

2 Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel, 8S. 194. Berlin, 
Springer, 1930. 

8 Cori, Physiol. Rev. 11, 221, 1931. 

4 Meissel-Allihn, Bujard-Baiers Hilfsbuch fiir Nahrungsmittelchemiker. 
Berlin, Springer. 1920. 

5 Somogyi, J. of biol. Chem. 78, 117, 1928. 
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Die Bestimmung des abgeschiedenen Cu,O erfolgte nach Bertrand. 
Die Cu-Werte wurden nach der Tabelle von Meissel-Allihn auf Glucose 
umgerechnet. Die Bertrandsche Tabelle ist natiirlich dafiir nicht brauchbar. 
da ja alle Tabellen empirisch sind. 

Zur Bestimmung der Milchsaéure wurden in den restlichen 50 ccm 
Filtrat der Zinksulfan-Natronlauge-fallung in einem MeBkolben von 200 cen 
die Kohlenhydrate durch Kupferkalkfallung entfernt. Nach Erganzung 
mit Wasser bis zur Marke wurde, wie in einer friiheren Mitteilung beschrieben, 
auf Milchsaéure untersucht. 


2. Gesamtkohlenh ydrate. 


Die Gesamtkohlenhydrate wurden nach der Methode von Lesser 
bestimmt, und zwar in Versuchsansétzen, die 10g Gewebe und 40 ccm 
Fliissigkeit enthielten. Die Unterbrechung der Versuche erfolgte durch 
Zusatz von 5,5 cem eines Salzsiuregemisches, das aus gleichen Teilen konz. 
Salzséure (s 1,19) und Wasser hergestellt war. Das Reaktionsgemisch 
enthalt dann 2.2°,, HCl. Nach dreistiindiger Hydrolyse im siedenden 
Wasserbad wurde der Inhalt der GefaBe in einem MeBkolben von 250 cem 
Inhalt gespiilt, abgekiihlt, mit Natronlauge gegen Phenolphthalein neutra 
lisiert und das Eiweif durch Zusatz einer Lésung von 15g Mercuriacetat 
in 100 cem Wasser ausgefallt. Das Filtrat wurde in verschlossener Flasche 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das abgeschiedene Sulfid ohne Nach- 
waschen abfiltriert und die Filtratmenge zwecks Umrechnung gemessen. 
Darauf wurde das Filtrat in einem Claisen-Kolben im Vakuum bei 60° 
auf etwa 50 ccm eingedampft und die Lésung nach Neutralisation und 
Verdiinnen auf 100 ccm mittels der Allihnschen Methode auf Zucker ve 
arbeitet. Das entstandene Kupferoxydul wurde auf Glucose umgerechnet. 


3. Bestimmung des Glykogens. 


Zur Glykogenbestimmung dienten jeweils 10 g Gewebe. Die Ferment- 
titigkeit wurde durch Zusatz von 25g Atzkali (in rotulis Merck) zu den 
Versuchsansétzen, die 10g Gewebe und 40cem Suspensionsfliissigkeit 
enthielten, unterbrochen. Nach dreistiindigem Erhitzen im siedenden 
Wasserbad wurde die Lésung nach Abkiihlen durch Glaswolle filtriert und 
das’ Filter mit 75 ccm Wasser nachgewaschen. Durch Zusatz von 300 ccm 
Alkohol wurde das Glykogen ausgefallt; zur Beschleunigung des Absitzens 
wurden nach Rona? einige Tropfen konz. Schwefelsiure hinzugegeben. 
wobei das ausgeschiedene Na,SO, das Absitzen begiinstigt. Die Weiter- 
verarbeitung erfolgte nach dem bekannten Verfahren von Pfliiger. Nach 
Hydrolyse des Glykogens mit 2.2° iger Salzsiure wurde der Glucose- 
gehalt nach Meissel-Allihn ermittelt. 

Im folgenden soll das Vermégen der verschiedenen Organe, Glykogen 
und Glucose abzubauen, und der Anteil der Milchséurebildung daran unter- 
sucht werden. 


Versuchsergebnisse. 


Die quantitativen Beziehungen zwischen Kohlenhydratschwund, 
aus dem Reduktionsvermégen der Kohlenhydrate nach Hydrolyse 


! Lesser, diese Zeitschr. 108, 1, 1920. 
2 Rona, Mislowitzer u. Seidenberg, ebenda 162, 87, 1925. 
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gemessen, und Milchsaéurebildung stimmen, wie aus der Tabelle I 
hervorgeht, nicht vollkommen tiberein. Die Kohlenhydratabnahme ist 
zumeist gréBer als die Milchsiurezunahme, was in besonders starkem 
MaBe bei Herzmuskel der Fall ist. 


Tabelle I. 


Gesamtkohlenhydrate. 





Gesamt- 
mg-° 


washers kohlenhydrate: Milch- | Kohien- 
Ver- || Milchsaure mg-/, Glukose Sture- | hydrat- 
such oe zu- abnahme (Organ Versuchstier Bemerkungen 
nach nach = »ahme 
direkt Dige- | direkt Dige- mg-°/; 
Nr. stion stion mg-°/) Glucose 


1 544 799 468 186 255 282 Muskel Kaninchen 


2a 462 470 354-396 S 45 o = 
2b 462 1284 1412 409 $22 1003 as 2 Glykogenzusatz 
3 261 578 815 333 371 482 ‘ 6 


4 344 898 930 288 554 642 

5 429 819 772 299 399 493 Ms - 

6 522 900 884. 495 378 389 as Taube bvnsternekel 

7 180 629 1010 381 449 629 Herz Hund 

8 | 306 568 1047 464 262 583 

9 165 384 825 433 219 392 
id 119 223 704 + =378 104 326 


- 


Die Ursache kénnte einmal darin zu suchen sein, dali bei der Hydrolyse 
des gesamten Gewebes mit Salzséure Verluste an reduzierendem Zucker 
auftreten. So wird z. B. Hexosemonophosphorsiure nach Lohmann! in 
der dreistiindigen Hydrolysenzeit nur zu etwa 20°, aufgespalten, dabei 
wird der reduzierende Zucker zum Teil zerstért. Ferner betrigt das Re- 
duktionsvermégen des unzersetzten Esters nur zwei Drittel der Reduktion 
des Zuckers. Eine weitere Erklarungsméglichkeit fiir das nicht vdéllige 
Parallelgehen von Milchsiéiurebildung und Kohlenhydratschwund kénnte 
darin zu suchen sein, da®B nicht aller Zucker zu Milchséure, sondern zu 
anderen Verbindungen abgebaut wird. Wie im vorstehenden Absatz iiber 
Brenztraubensaiure auseinandergesetzt, verschwindet unter anaeroben 
Bedingungen Milchsaure, wobei sich bei giinstig gewahlter Versuchs- 
anordnung Brenztraubensiure nachweisen laBt. Dieser anaerobe Milch- 
saiureschwund 1aBt sich sehr einfach durch Zusatz von Monobromessigsaure, 
durch die die Nachbildung von Milchsaéure unterdriickt wird. demonstrieren. 
Hierauf wird spiter genauer eingegangen werden. 


Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, erfolgt die Hydrolyse des 
Glykogens auch bei Geweben, die, wie Herzmuskelgewebe, das Glykogen 
nicht bis zur Milchséure abbauen. Das Fehlen einer Milchsiurebildung 
aus Glykogen ist also nicht gleichbedeutend damit, daB es von den 
betreffenden Organen nicht angegriffen wird 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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Tabelle Il. 





Glykogen. 
mg-°;9 Glykogen 

Versuch — - — | aan Organ Versuchstier Bemerkungen 
Nr. direkt Digestion 
la 147 0 Muskel Hund 
1b 1510 0 is - Glykogenzusatz 
2 151 0 ws Kaninchen 
3a 741 0 Herz Hund 
3b 1113 0 r i Glykogenzusatz 
4a 297 0 Muskel i 
4b 297 28 a ohne Puffer 
4c¢ 1914 42 a “ Glykogenzusatz 
4d 1914 460 e ‘ Glykogenzusatz, ohne Puffer 
5 950 0 = Kaninchen Glykogenzusatz 
6a 298 0 “i . 
6b 1124 0 ‘ ‘ Glykogenzusatz 


In den Versuchen der Tabelle III und I[V wurden Milchséure und 
reduzierendes Kohlenhydrat nebeneinander bestimmt. Das _ redu- 
zierende Kohlenhydrat ist der Einfachheit halber mit Glucose bezeichnet, 
weil alle Reduktionswerte auf Glucose berechnet wurden. Bei der 
Vielheit der in Betracht kommenden Verbindungen besteht keine 
andere Méglichkeit. Von der verwendeten Glykogenlésung wurde 
jeweils eine Probe mit 2,2°,iger Salzsiure hydrolysiert und der Re- 
duktionswert der entstandenen Glucose der Berechnung zugrunde 
gelegt. 

Die Versuche mit Skelettmuskulatur zeigen, da®B~ Glykogen- 
abnahme und Milchséiurezunahme sich nicht decken, da es in jedem 
Falle zu einer starken Anhaufung von Zwischenkohlenhydraten kommt. 


‘Die Hydrolyse des Glykogens durch die Gewebsamylase geht mit 
gréBerer Geschwindigkeit vor sich als die Bildung der Milchsdéure aus 
den Hydrolyseprodukten. In ungepufferten Lésungen, in denen das 
Glykogen wegen der Inaktivierung des zuckerspaltenden Ferment- 
systems nicht zu vermehrter Milchsiurebildung AnlaB gibt, geht 
trotzdem die Glykogenolyse vor sich. Das wird besonders deutlich 
beim Vergleich der Glucosenullwerte in gepufferter und ungepufferter 
Lésung. Wenn man die Werte fiir die mehrgebildete Milchséiure und 
den Zucker auf Glykogen umrechnet, so zeigen die Versuche in ge- 
pufferter und ungepufferter Lésung erhebliche Unterschiede. In ge- 
pufferter Lésung entspricht die Summe Zunahme von Milchséiure und 
Hexose aus Glykogen 88, 77, 77 °/, des gesamten zugesetzten Glykogens, 
in ungepufferter Lésung dagegen nur 29, 24, 25°%,. Das Glykogen ist 
aber in Versuch 3a und 3b der Tabelle II, wie gleichzeitige Glykogen- 
bestimmungen ergaben, vollstandig verschwunden. Es miissen also 
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Tabelle IV. 


Glykogenolyse. 





Milch- Hexose- 


mg-°/, Milchs&ure mg-°'5 Glucose Gly- ‘ 
5 stiure- oc 
Ver- ae i= ee kogen- zu- be Ver- 
such zusatZ = nahme | naneee Organ suchs- 
Gly- a 7 Gly- semanpenent - tier 
direkt Null kogen direkt Null kogen|| mg-9/, = 8, 

Nr. Glucose Glykogen 

l 76 72 81 137 100 308 1026 1 20 Hirn Hund 

2 219 245 320 39 0 356 1060 7» «384 3 ‘ 

3 180 | 195 | 222 40 147 202 1060 3 5 ; 

1 151 151 360 20 80 382 1060 20 29 Niere . 

1 286 306 565 - 52 416 1060 24 34 Milz ‘ 

1 126 | 284 328 0 0 455 1060 4 43 Pankreas a 


neben den reduzierenden Zwischenkohlenhydraten nicht reduzierende 
Kohlenhydrate entstanden sein. Es wire allerdings auch daran zu 
denken, daB auf dem Wege der Aufarbeitung der Versuchsansitze ein 
Teil der héheren molekularen reduzierenden Kohlenhydrate, die in 
ihren chemischen Reaktionen, besonders was Fiallbarkeit durch 
Argentien angeht, dem Glykogen nahestehend, durch die EnteiweiBung 
mit Zinksulfat-Natronlauge mit niedergeschlagen sein kénnten. 


Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur vermégen Zwerchfell-, 
Zungen- und Oesophagusmuskulatur, Leber, Hirn und Lunge Glykogen 
nicht in Milchsiure tberzufiihren, Herzmuskel nur unregelmaBig und 
in geringem Umfang, wihrend die Verwertbarkeit des Glykogens zur 
Milchsiurebildung bei Nierengewebe, Milz, Pankreas, Schilddriise und 
Nebenniere vorhanden, wenn auch nicht sehr groB ist. Jedes Gewebe 
besitzt dagegen die Fahigkeit, Glykogen durch die in keinem Gewebe 
fehlende Gewebsamylase zu reduzierenden Kohlenhydraten zu spalten, 
die aber nur vom Muskelgewebe in gréBerem Umfang zu Milchsiure 
abgebaut werden kénnen. Wir stehen also vor der Tatsache, daB die 
meisten Gewebe zu Milchsaéure zugesetzte Glucose abbauen, den aus 
Glykogen entstandenen und viel eher physiologischen Zucker dagegen 
nicht. Der Umfang der Glykogenolyse ist besonders bei allen Typen 
von Muskulatur sehr groB, am, niedrigsten scheint er von anderen 
Geweben beim Hirngewebe zu sein. Ob und in welcher Form dic 
Zwischenkohlenhydrate von diesen Geweben zur Energielieferung 
herangezogen werden, ist noch giinzlich ungeklért. Fiir den Stoff- 
wechsel des Organismus sind also der Zucker, der im Muskel aus Glykogen 
gebildet wird, und direkt zugefiihrte Glucose nicht gleichwertig. 


Die Betrachtung der Glucosebilanzversuche (Tabelle V) ergibt 
bei Skelettmuskulatur, Zwerchfell und Zunge ein annaherndes Parallel- 





lucosebilanzversuche. 
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laufen von Milchsiurezunahme und Glucoseabnahme, die nicht oder 
in nur ganz geringem Umfang statthat. Beim Skelettmuskel fand sich 
in zwei Fallen eine Hemmung der Milchséurebildung durch Glucose, 
was zu einer scheinbaren Glucosezunahme fiihrte. 

Die Berechnung der Glucoseabnahme erfolgt in folgender Weise: 
Es wird die zugesetzte Glucosemenge aus der Differenz der direkten 
Versuche mit und ohne Zusatz bestimmt. Nach der Digestion wird die 
wiedergefundene Glucosemenge des Nullversuchs von dem Versuch 
mit Glucosezusatz abgezogen. Die verschwundene Glucose ist demnach 
die Differenz zwischen der zugesetzten Glucose und dieser Differenz 
nach der Digestion. 

Bei den Organen, die aus Glucose Milchsaéiure bilden, decken sich 
im allgemeinen Glucoseabnahme und Milchsdiurebildung nicht. Es 
scheint mir hier die Annahme berechtigt, daB der Glucoseabbau ent- 
weder auf verschiedenen Wegen vor sich geht, oder daB bei Glucose- 
gegenwart Milchsiure zum Verschwinden gebracht werden kann. 
Als Stiitze fiir diese Hypothese ist die Beobachtung von Loebel! ver- 
wertbar, nach dem Fructose bei Hirngewebe die Atmung fast ebenso 
stark anregt wie Glucose, ohne unter anaeroben Bedingungen die 
Milchsiure zu vermehren. 


Zusammenfassung. 

In allen Organen wird Glykogen zum Verschwinden gebracht. 
Nur bei quergestreiftem Skelettmuskel entsteht dabei Milchsdiure in 
einer Menge, die annihernd dem verschwundenen Glykogen entspricht. 
Die reduzierenden Zwischenkohlenhydrate, welche aus dem Glykogen 
in diesen Organen gebildet werden, werden also nicht in Milchsaure 
ibergefiihrt. 


1 Loebel, diese Zeitschr. 161, 219, 1925. 
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Milchsiurebildung aus enzymatischen Hydrolyseprodukten 
des Glykogens. 


Von 
Walter Haarmann. 
{Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 8. September 1932.) 


Aus der voranstehenden Arbeit geht hervor, daB in den ver- 
schiedenen Organen aus zugesetztem Glykogen reduzierende Kohlen- 
hydrate gebildet werden, die sich anders verhalten wie zugesetzte 
Glucose. Wahrend namlich alle Organe, mit Ausnahme von quer- 
gestreifter Muskulatur und Leber, zugesetzte Glucose in gréBerem 
Umfange in Milchsiure iiberfiihren, wird Glykogen zwar abgebaut, 
aber die entstandenen Kohlenhydrate sind keine Milchsdiurebildner. 
Den gleichen Unterschied zwischen zugesctzter Glucose und den Abbau- 
stufen des Glykogens zeigen die Versuche an quergestreifter Skelett 
muskulatur. Hier sind Glykogen und seine Abbauprodukte starke 
Milchsaurebildner, wihrend zugesetzte Glucose nur in geringem Mabe 
in Milchséiure iibergefiihrt wird. Da in beiden Fallen Glykogen zu 
niederen Kohlenhydraten abgebaut wird, so ist kein anderer SchluB 
moéglich, als da die fermentativen Prozesse der Glykogenolyse im 
Skelettmuskel einerseits und in den iibrigen Organen andererseits zu 
verschiedenen voneinander abweichenden Formen der Kohlenhydrate 
fiihrt. Daraus ergibt sich die folgende Fragestellung: Wie verhalten 
sich die Hydrolysenprodukte aus zugesetztem kéauflichen Glykogen, 
wenn der Abbau durch die Fermente der verschiedenen Organe sich 
volizieht. 

Methodik. 

Eine gréRere Menge Gewebe (Herz, Leber. Zwerchfell, Niere, Pankreas, 
Milz) wurde nach Zusatz von 1°,iger Glykogenlésung (Glykogen Scheering) 
in Phosphatpufferlésung 3 Stunden lang bei 38° im Thermostaten gehalten. 
Der Versuchsansatz wurde dann mit kolloidalem Eisenhydroxyd ent- 
eiweiBt. Das farblose Filtrat wurde direkt zu den Versuchen verwendet. 
In einer Probe wurde auf Glykogen untersucht, in fast allen Fallen mit 
negativem Erfolg. Eine Verwendung der Hydrolysate ist nur mdéglich, 
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wenn sie vollkommen glykogenfrei sind. Eine nachtrigliche Entfernung 
des Glykogens durch Fallung mit der doppelten Menge Alkohol fallt auch 
die héheren Zwischenkohlenhydrate aus. Die EnteiweiBung mit kolloidalem 
Eisenhydroxyd hat den Vorzug, daB mit der Fallung auch das Fallungs- 
mittel mit niedergeschlagen wird. Dextrine werden nicht gefallt. Das 
Filtrat der Eisenhydroxydfallung enthalt keine fremden Anionen oder 
Kationen, die die fermentativen Prozesse stéren kénnten. 

Die Versuchsansétzen enthielten 5g Gewebe, 10 cem Phosphatpuffer- 
losung pu = 7,0, m/7,5, 50cem Wasser bzw. 50 cem Glykogenhydrolysat 
bzw. 40cem Wasser und 10 ccm 1°,ige Glucose- oder Glykogenlésung. 
Bei der Berechnung der nachgebildeten Milchsiuremenge wurde die im 
Zusatz enthaltene Milchsaéure subtrahiert. 


Versuchsergebnisse. 


Man ersieht aus den in den Tabellen I und IT zusammengestellten 
Versuchen, da grundsiatzlich unterschieden werden mu zwischen 
den Hydrolysenprodukten des Glykogens durch Lebergewebe einerseits 
und denen der iibrigen Organe andererseits. Als Endprodukt der 
Glykogenspaltung in der Leber wird bekanntlich die Glucose angesehen, 
die ans Blut abgegeben wird und die Transportform der Kohlenhydrate 
darstellt. Es wird angenommen, daf sie von allen Organen, mit Aus- 
nahme der quergestreiften Muskulatur, direkt verwertet wird, wahr- 
scheinlich auch ohne Insulin. 


Meine Versuche zeigen dementsprechend, dai Leberhydrolysate 
sich wie zugesetzte Glucose verhalten. Sie fiihren in allen den Organen 
zu Milchsiurebildung, in denen dies auch die Glucose tut. Die Zunahmen 
an Milchsiure bewegen sich annihernd in derselben GréBenordnung wie 
bei Glucosezusatz, kénnen aber erheblich héher sein, wie Versuch 3 
mit Herzmuskel zeigt, wo die Wirkung von Glucose um 100%, iiber- 
troffen wird, Wie sehr die Milchsiureausbeute differiert, zeigt Versuch 8, 
in dem vier verschiedene Hydrolysate von Lebern zur Anwendung 
kamen. Besonders bemerkenswert ist, daB das gleiche Glykogen, das 
beim Skelettmuskel zu einer starken Milchsaéurebildung fiihrt, nach 
der Hydrolyse zu niederen Kohlenhydraten durch Lebergewebe keine 
Steigerung der Milchsiurebildung in der Skelettmuskulatur hervorruft. 
Das ist nur so zu erkliren, daB die Fermente der Leber andere Abbau- 
produkte des Glykogens entstehen lassen als die Fermente des Muskels. 


Ein anderes Wirkungsbild zeigen die Hydrolyséprodukte des 
Glykogens, die aus anderen Organen: Herz, Zwerchfell, Zunge, Niere. 
Pankreas und Milz gewonnen wurden. Sie verhalten sich wie zugesetztes 
Glykogen, d.h. sie geben bei Skelettmuskel zur Milchsaéurebildung 
AnlaB, nicht dagegen oder nur in geringem Umfang bei den Organen, 
die nur aus Glucose und nicht aus zugesetztem Glykogen Milchsiure 


bilden. 
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In welcher Weise die Hydrolyseprodukte des Glykogens, ohne in 
Milchsiure umgewandelt zu werden, von den Organen, z. B. Herz und 
Zwerchfell, verwertet werden, bedarf weiterer Klérung. Durch diese 
Versuche ist der zuerst von Rosenfeld gemachte Unterschied zwischen 
hepatischem und anhepatischem Zucker experimentell bewiesen. 
Zugleich ist dieser Versuch geeignet, die in der Diabetestherapie oft 
erérterte verschiedene Verwertbarkeit von Zucker zu erklaren, je nach- 
dem er enteral, d.h. tiber den Pfortaderkreislauf, oder parenteral! 
zugefiihrt wird. 

Zusammenfassung. 

Die Leber bildet im Gegensatz zu allen anderen Organen aus 
Glykogen eine andere Form von Zucker als vor allem der Muskel. 
Diese Form des Zuckers verhilt sich wie zugesetzte Glucose. Im Gegen- 
satz dazu steht der Glykogenabbau der anderen Organe. Die hierbei 
entstehende Form des Zuckers verhalt sich im Stoffwechsel grund- 
sitzlich anders; sie wird nur von den Organen in Milchsdure tiber- 
gefiihrt, die wie der quergestreifte Muskel auch aus Glykogen Milch- 
siure zu bilden fahig sind. 
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Bedeutung der Gallensiaore im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XXI. Mitteilung: 


Die Glykogenbildung in Leber und Muskel durch Gallensiure und Adenylsiure. 


Von 
Kaichiro Watanabe. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Eingegangen am 8. September 1932.) 


Durch die Untersuchungen von Karasawa', Hatakeyama?, Koba- 
yashi® und Kawada* wurde bewiesen, daB die Zufuhr von Gallensiure 
sowoh! in vivo als auch in vitre den Nucleinstoffwechsel der Organe 
fordert, indem die Phosphorsiureausscheidung im Harn und in der 
Galle dadurch vermehrt wird. 

Weiter wurde von Okamura® bewiesen, daB die Nucleinséiurespaltung 
der Leber und des Darms durch Zufuhr von Gallensaure gef6rdert wird. 
Wenn die Gallenséure im Organismus sich vermehrt, muB also die Nuclein- 
siurebildung im Organismus geférdert werden. Embden und Zimmermann ® 
haben die Adenylsiure (Adenosinphosphorsiure) als kristallisiertes Brucin- 
salz aus dem Muskelfleisch isoliert. Nach Jackson? soll diese Adenylsiéiure 
auch im menschlichen Blut gefunden werden. 


Die die Glykogenbildung der Leber und des Muskels férdernde Wir- 
kung der Gallensaure wurde im hiesigen Institut schon von vielen Autoren 
bestatigt. Daher ist es wohl méglich, daB die durch Gallensdure ge- 
spaltene Nucleinséiure mit der die Glykogenbildung der Leber und des 
Muskels férdernden Wirkung in irgendeinem Zusammenhang_§ stcht. 
In diesem Sinne habe ich den EinfluB der aus dem Muskel stammenden 


J. of Biochem. 6, 189, 1926; 7, 145, 1927. 
Ebenda 8, 261, 1928. 

Ebenda 9, 251, 1928. 

Ebenda 138, 133, 1931. 

Ebenda 13, 391, 1928. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 137, 1927. 

J. of biol. Chem. 57, 121, 1923; 59. 529, 1924. 
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Adenylsiure auf die die Glykogenbildung férdernde Eigenschaft der 
Cholsiure untersucht. 


Nach Lohmann! soll die Adenylpyrophosphorsaiure als ein Co- 
Ferment bei der Milchsiurebildung aus Glykogen oder Hexosephosphat 
im Muskel wirken. 


Experimenteller Teil. 


Die zum Versuch verwendete Adenylsiure wurde nach Embden und 
Laquer* aus dem MuskelpreBsaft des Kaninchens als Bariumsalz isoliert 
(Schmelzpunkt 194° C). 

Die lange Zeit mit einer bestimmten Menge von Okara geziichteten 
Kaninchen hungerten 4 Tage. Dieser ersten Gruppe von Kaninchen wurden 
10cem einer 30° igen Glucoselésung und 10 ccm einer 3°,igen Cholat- 
lésung pro Kilogramm K6rpergewicht per os verabreicht. Der zweiten 
Gruppe von Kaninchen wurden | Stunde nach peroraler Zufuhr von Glucose 
und Cholsiaure 0,2 g Adenylsiure pro Kilogramm K6érpergewicht als wasserige 
Lésung subecutan injiziert. Der dritten Gruppe von Kaninchen wurden 
1 Stunde nach peroraler Zufuhr von Glucoselésung 0,2 g Adenylséure als 
wisserige Lésung subcutan gegeben. 

Die so behandelten Tiere wurden 4 Stunden nach Zufuhr der Glucose 
lésung durch Verblutung getétet, ihre Leber schnell herausgeholt und 
gewogen. 

Das Glykogen der Leber wurde nach Iwasaki und Mori zu Zucker 
hydrolysiert, welcher nach Bertrand bestimmt wurde. Die Resultate sind 
in den folgenden Tabellen I bis III zusammengestellt. 


Tabelle J. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsaure. 





Kirpergewicht Glykogen- 


— . —_— | —_ ane Ps Bemerkungen 

1931 dem Hunger | dem Hunger g 5 
81. X. 2300 1820 35.5 1,76 

2. XI. 2200 1730 39,0 1,86 

4. XI. 2260 1739 32,4 2,26 

6. XI. 2350 2150 46,0 2,04 

8. XI. 2300 2050 43.8 1,76 10 cem 30 °/ige Glucose- 
10. XI. 2209 1650 38.8 2.11 lésung und 
12 XI. 2210 1730 44.1 1.97 10cem 3°/oige Cholat- 
14. XI. 2280 179) 40,1 2.14 ldeung pro kg 
16. XI. 2730 2309 51,8 1,96 
18. XI. 2230 1780 46,5 1,87 
20. XI. 2150 1709 38,9 1,83 
20. XI. ‘2300 1800 43,1 1,97 





1 Diese Zeitschr. 241, 50u. 67, 1931; 287, 445. 1931; Naturw. 19, 


180, 1931. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 116. 1914/15. 
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Tabell 


Il. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsaéure mit Adenylsaure. 





Kirpergewicht 


Glykogen- 


. eber rehy 
ee vor nach wie Py. ne Bemerkungen 
1931 dem Hunger dem Hunger Pa ° 
31. X. 2300 1730 31,4 2,23 
a Bi. 2500 2200 42.6 2,94 
4. XI. 2150 1900 40.5 2,32 
6.22. 2040 1660 36,8 2,62 
8. XI. 2300 1840 33,0 2,55 10 com 90*/<ige Glncese- 
10. XI. 2230 1850 41.6 3,58 lisung, 10 ecm 3°/ige 
is Xz 97TD0 2400 465.9 3.86 Cholatlisung und 0,2 ¢ 
14. XI. 2200 1870 44,0 3,89 RENEE pee Ne 
16. XI. 2100 1730 41.4 2,90 
18. XI. 2300 1780 38.9 3,20 
4. XII. 2250 1800 42.1 2.97 
4. XII. 2300 1860 35.5 3.03 





Tabelle Ill. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Adenylsaure. 





Glykogen- 
Leber gehalt 
der Leber 


Koérpergewicht 
—— ; Bemerkingen 


vor nach 

1932 dem Hunger dem Hunger g 0 

7. &. 2090 1670 38,4 5,24 

5. t, 2400 1780 417 3.00 

4. Il. 2250 1800 38.6 2.82 

% 2540 1900 43,2 2,60 

9. II. 2410 2160 40.6 1.90 

11. HL. 2450 2160 36,5 2.64 10 com 30° /oige Glucose- 
13. II. 2250 1840 40.7 2.95 ee 
23. II. 2420 2000 38,2 2.75 3 
23. Il. 2100 1700 30,7 1,57 

25. II. 2071 1840 46.6 3,24 

25. II. 2170 1810 43,0 2,85 

oi. i 2210 1800 39,1 2.54 





sei der Untersuchung des Glykogengehaltes des Muskels wurden nach 
viertagigem Hunger den Kaninchen 3 ccm einer 1° igen Cholatlésung pro 
Kilogramm K6érpergewicht subcutan verabreicht und nach 1 Stunde 10 cem 
emer 30° igen Glucoselésung pro Kilogramm Kérpergewicht intravends 
injiziert. Der zweiten Gruppe von hungernden Kaninchen wurden auBerdem 
0.2 g Adenylséiure pro Kilogramm Kérpergewicht als wisserige Lésung mit 
der Cholatlésung gleichzeitig subeutan gegeben. Der dritten Gruppe von 
hungernden Kaninchen wurde ‘nur die gleiche Menge von Adenylsaure 
subeutan gegeben. Allen so behandelten Kaninchen wurden 40 g¢ Muskel 
aus dem rechten Oberschenkel und dem Riicken nach Verblutung schnell 
herausgeholt. Dann wurde genau in gleicher Weise wie bei der Leber vor 


yegangen. 
Die Resultate sind in den Tabellen IV bis VI zusammengefaBt. 
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Tabelle IV. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsaéure. 





érpergewic Glykogen- 
Datum a a . an Muskel gehalt : 
om ae der Muskeln Bemerkungen 
1932 dem Hunger , dem Hunger || g Vo 
4 2450 1800 40 0,12 
5. 233 7 ( 0,06 . — 
- a oe ,- pies SS een 
. - yd gis jsung unc 
22. | 2350 2000 40 0,44 Zecm 1/,ige Cholat- 
BL. 1. 2200 1960 40 0,16 ee 
1. I 2100 1800 40 0,30 


Tabelle V. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholséiure mit Adenylsiéure. 





Kirpergewicht Glykogen- 


Datum ed Muskel gehalt : 

vor nach der Muskeln Bemerkungen 

1932 dem Hunger dem Hunger g OF} 

% 3 2500 1950 40 0,12 
15. I 2230 1740 40 0.38 10 cem 30° pige Glucose- 
19. 1. 2050 1650 40) 0,06 con — — a 
Bu 6 7e > 8 eC io lge 10la 
22. I. 2200 1780 40) 0,09 lisung mit 0,2 Adenyl- 
31. I. 2180 1890 40 0,12 siure pro kg 

1. I. 2200 1930 40) 0,24 


Tabelle VI. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Adenylsaéure. 





Kirpergewicht Glykogen- 
Datum ates pi — Muskel a ~ i Bemerkungen 
1932 dem Hunger dem Hunger [4 % 
2. III. 2400 1780 40 0,12 
4. IIT. 2250 1800 40 0,06 
7. Il. 9450 9150 40 0.12 10 cem 30° ,ige Glucose 
9.11. 2450 1900 40 0,12 ne eels 
. ; oe pis siure pro kg 
11. Tf. 2410 2160 40 0,12 | 
13. UI. 2250 1840 40 0,12 


Aus den Tabellen I bis ITT la8t sich ersehen, da®B der Glykogen- 
gehalt der Leber bei peroraler Zufuhr von Cholsiure durchschnittlich 
1,96 °%, bei subcutaner Zufuhr von Adenylsiure anstatt der Cholséure 
durchs¢hnittlich 2,67 %, bei der von Cholsiure und Adenylsaure 3,03 °,, 


betragt. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, daB die Glykogenbildung 
der Leber aus Glucose bei Zufuhr von Adenylsaure viel starker ist als 
bei Zufuhr von Cholsaiure, und daB die die Glykogenbildung der Leber 
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fordernde Wirkung der Cholsiure durch die auBerdem erfolgende Zufuhr 
von Adenylsiure verstairkt wird. 

Diese Tatsache weist darauf hin, daB die die Glykogenbildung 
fordernde Wirkung der Cholsiure mit der den Nucleinstoffwechsel 
fordernden Wirkung der Cholsiure in inniger Beziehung steht, indem 
die gespaltene Nucleinsiure zur Férderung der Glykogenbildung in 
der Leber dienen kann. : 

Was den Glykogengehalt des Muskels betrifft, so wurde gefunden, 
daB er bei subcutaner Zufuhr von Cholsiure durchschnittlich 0,21 °%, 
bei der von Adenylsdure 0,11 °%, und bei der von Cholsiure mit Adeny]- 
siure 0,17°%, betragt. Diese Ergebnisse zeigen, daB die Glykogen- 
bildung im Muskel bei Zufuhr von Adenylsaure viel geringer ist als bei 
Zufuhr von Cholsiure, und daB die Glykogenbildung bei Zufuhr von 
Cholsiure zusammen mit Adenylsiure, verglichen mit der Zufuhr 
von Adenylsaure allein stairker, aber im Vergleich mit der Zufuhr von 
Cholséure allein schwacher ausfallt. 

Bei der Glykogenbildung im Muskel wirkt die Cholsiure der 
Adenylsiure gegeniiber antagonistisch, indem die letztere die Glyko- 
yenolyse férdert, die erstere dagegen hemmt. 

Daher ist es woh] méglich, daB das Glykogen im Muskel abnimmt, 
indem es durch die Nucleinsiure gespalten wird, wenn Nucleinsiure 
durch die Wirkung von zugefiihrter Cholséure in eine reaktionsfaihige 
Substanz umgewandelt wird. 

Es wurde schon erwahnt, daB die Adenylpyrophosphorsiure bei 
der Milchsiurebildung, die im Muskel aus Glykogen stattfindet, als 
Co-Ferment (nach Lohmann) wirkt. Es scheint mir, daB die zugefiihrte 
Adenylsaure im Muskel in eine reaktionsfaihige Form, wie z. B. Adenyl- 
pyrophosphorsaiure, umgewandelt wird, die die Glykogenolyse férdert, 
und daB im Muskel ein Gleichgewicht zwischen Adenylsiure und 
Adenylpyrophosphorsaure besteht, indem die Adenylsiure Glykogen- 
bildung férdert, wihrend die Adenylpyrophosphorsiure die Glykogeno- 
lyse fordert, wie von Lohmann behauptet wird. 


Zusammenfassung. 

1. Die Zufuhr von Adenylsiure aus Kaninchenmuskel verstirkt 
die die Glykogenbildung der Leber von Kaninchen férdernde Wirkung 
der Cholsaure. 

2. Die die Glykogenbildung des Muskels férdernde Wirkung der 
Cholsiure wird durch Zufuhr von Adenylsaiure herabgesetzt. Aus den 
Ergebnissen geht hervor, daB die die Glykogenbildung férdernde 
Wirkung der Cholsiure mit dem Nucleinstoffwechsel, den die Chol- 
siure gleichfalls férdert, in innigem Zusammenhang steht. 
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Einleitung. 


Eine Publikation von C. Christen und FE. Virasero (1) veranlaBt 
mich, schon jetzt eine Reihe von Versuchen und Betrachtungen zu ver- 
‘ffentlichen, die, obwohl sie in manchen Punkten noch der experi- 
wentellen Vervollstandigung bediirfen, doch zu einem vorliufigen 
AbschluB gekommen sind. 

Den AnlaB zur Aufnahme der Versuche gab die Beschaftigung 
nit den Viskositaétsverhaltnissen einer sauren Caseinlésung! unter der 
‘inwirkung von Pepsin, iiber die frither (2) (3) berichtet wurde. Da 
ie Viskositatsinderung einer unter Labeinwirkung koagulierenden 
Caseinlésung manche Analogie damit aufwies, war zu hoffen, daB auch 
lieser ProzeB einem viskosimetrischen Studium zuganglich sein wiirde. 

Der Vorgang, dem man durch Messung der Viskositaétsinderung 
folgt, is? hier wie dort der gleiche: Nach einer von der Enzymkonzen- 
tration abhangigen Inkubationszeit erfolgt eine Inhomogenisierung 
der Lésung durch Ausflocken eines Niederschlages, die iiber die Zwischen- 
stufe einer mehr oder weniger ausgeprigten Koagulation der ganzen 
Fliissigkeit geht und zu einer voriibergehenden Strukturierung derselben 
fiihrt. Dies zeigt sich durch ein sprunghaftes Ansteigen der Viskositat 
des Reaktionsgemisches an. Weiterhin fiihrt die fortschreitende Aus- 
scheidung des Reaktionsproduktes zur Ausbildung von diskreten 
Flocken, und mit deren Auftreten sinkt die Viskositét wieder ab zu 
recht zufallig bestimmten und oszillierenden Werten, die sich in den 
samt und sonders auf homogene Lésungen abgepaBten Viskosimetern 
nur unbefriedigend messen lassen. 

Diese in den erwaihnten Arbeiten (2) (3) an der peptischen Ver- 
dauung des Caseins niher studierten Verhaltnisse kommen bei der uns 
hier interessierenden Labkoagulation besonders klar zum Ausdruck. 

‘ahrend nimlich bei der peptischen Caseinverdauung der Ausfallungs- 
rozeB durch die gleichzeitig damit vor sich gehende starke proteo- 
ytische Spaltung modifiziert wird, handelt es sich hier anscheinend 
nur um die Bildung und Ausfillung eines schwerléslichen Umwandlungs- 
produktes des Caseins ohne komplizierende Nebenreaktionen (wie weiter 
unten gezeigt werden wird), und es sollte daher die Labkoagulation 
einer viskosimetrischen Verfolgung wohl zugiinglich sein. 

In den beiden ersten Teilen der folgenden Abhandlung wird iiber 
eine solche Methodik, die neben dem Studium des Koagulationsprozesses 
vor allem auch die Ausbildung einer quantitativen viskosimetrischen 

! Die Terminologie ist bekanntlich nicht einheitlich. Es soll hier wie 
im folgenden, dem deutschen Sprachgebrauch entsprechend, mit Casein 
das native Protein der Milch, mit Paracasein das daraus durch Labein- 
wirkung erhaltene Umwandlungsprodukt bezeichnet werden. 
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Labbestimmungsmethode zum Ziele hatte, berichtet werden. Doch 
wurden bei der Ausarbeitung der Methodik einige Beobachtungen 
gemacht, die bei weiterer Verfolgung zu Betrachtungen iiber die Natur 
des Labungsprozesses fiihrten, die im allgemeinen Teil der Abhandlung 
dargelegt werden sollen. 

A. Methodik. 

Da die hier zu beschreibende MefStechnik in vielen Punkten der 
von Christen und Virasoro ihnelt, wird sie nur in aller Kiirze wieder- 
gegeben, und es werden nur die Details niher besprochen, in denen sie 
sich von der der beiden Autoren unterscheidet, oder auf die von diesen 
kein Gewicht gelegt worden ist. Doch sei hier bemerkt, daB meine 
Versuche iiber die viskosimetrische Labbestimmung beim Erscheinen 
der erwihnten Arbeit bereits abgeschlossen waren. 

Die Vorteile einer sclchen Bestimmungsmethode liegen natiirlich vor 
allem in einer Verringerung der subjektiven Schwierigkeiten bei der Be- 
urteilung des Koagulationsaugenblickes. Doch vermeidet sie auch objektive 
Fehlerqueilen, die der bisher tiblichen Methode des haufig wiederholten 
Nachsehens und Umschiittelns der Lésung anhaften. Besonders bei langeren 
Versuchszeiten hat naimlich die mechanische Behandlung, der man damit 
die Lésung unterwirft, und die schwer gleichmaBig durchzufiihren ist, 
recht bedeutenden Einflu8 auf Koagulation und Ausflockung und damit 
auf die Bestimmung der Labaktivitét. Ahnliche Wirkung hat auch der 
diskontinuierliche Me8vorgang des Ostwaldschen Kapillarviskosimeters'. 
und schon aus diesem Grunde, abgesehen von der gr6Beren Bequemlichkeit 
und Geschwindigkeit der einzelnen Messungen, war der Gebrauch eines 
Torsionsviskosimeters geboten, da in diesem eine gleichférmige mechanische 
Behandlung der Lésung wahrend der ganzen Dauer des Labungsversuches 
gewahrleistet ist. 

Das Mikro-Torsionsviskosimeter von Lecomte du Noiiy (6) (7), das 
der Materialersparnis halber gewahlt wurde?, hat sich fiir diesen Zweck 
gut bewahrt. Die Konstruktion des Apparats ist bekannt und wird hier 
nicht naher beschrieben. Da dem MeSbereich derartiger Apparate 
gewisse natiirliche Grenzen gesetzt sind, sind allzugroBe und schnelle 
Anderungen der Viskositat waihrend des Versuchs unerwiinscht. Man 
kann sich den einzuhaltenden Versuchsbedingungen durch Variation 
eines oder mehrerer der folgenden Faktoren anpassen: 

1. Verhaltnis der Durchmesser des rotierenden Substratgefabes 
und des Eintauchkegels. 

2. Rotationsgeschwindigkeit. 

3. Konzentration und Zusammensetzung der Substratlésung. 


1 Mit Hilfe des Kapillarviskosimeters ausgefiihrte Messungen an 
koagulierender Milch sind von H. Reichel u. K. Spiro (4) sowie von H. Liiers 
u. A. Diem (5) mitgeteilt worden. 

2 Hergestellt von Mechaniker Hermann Liitge, Berlin-Zehlendorf, 
am Fischtal 66. 
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4. Versuchszeit = Enzymkonzentration, die, wie schon in der 
Kinleitung angedeutet, groBen EinfluB auf den absoluten Betrag det 
Viskositaét bei der Gerinnung hat. 


3ei den Versuchen, iiber die hier berichtet wird, war der Innendurch- 
messer des RotationsgefaBes 14 mm, der Durchmesser des Eintauchkegels 
Smm. Zur Fillung des GefaéBes waren in diesem Falle 2 cem Lésung er- 
forderlich. Die Rotationsgeschwindigkeit des GefaiBes war 2,27 Touren 
pro Minute, erzielt durch geeignete Untersetzung des als Antrieb dienenden 
Synchronmotors von 1500 Touren pro Minute. Die Konzentration und 
Zusammensetzung der Substratl6sung wird spiter noch ausfiihrlicher 
besprochen werden; bei den meisten Versuchen enthielt sie pro 100 cem 
0,6°) Casein, 7¢em m/10 Caleiumchlorid und 10cem m/10 Phosphat nach 
Sérensen vom py 6.4. Die Enzymkonzentration wurde nach Méglichkeit 
so gewahit, daB die Gerinnungszeit zwischen 3 und 30 Minuten lag!. Als 
giinstigste Temperatur zur Ausfiihrung der Labungsversuche sieht der 
Verfasser 25° an; bei den iiblichen Versuchstemperaturen von 30 bis 40° 
macht sich die Enzymdestruktion bei lingeren Versuchszeiten schon recht 
stérend bemerkbar. Die Mischung der | 











vorgewarmten Enzym- und Substrat- m a 
lésungen geschah in den von Linder- 7 

strem-Lang (8) beschriebenen Zwei- | my 
schenkelréhren ; unmittelbar nach dem [ aN 
Mischen wurden 2 ccm der Mischung 6} 1 | \ —\ 

in das RotationsgefaB  einpipettiert | 

und die Ablesungen begonnen. GroBes 4} 

Gewicht ist auf die genaue Einhaltung 

der Versuchstemperatur und = aus- | 

reichend lange Vorwarmungszeiten . | 7 





nicht nur der Lésungen, sondern auch x 
der damit in Beriihrung kommenden %—yj—4@m— aa 
metallischen Apparatteile (Rotations- Versuchszert in Sek 

gefiB und Eintauchkegel, die ja Abb. 1. 

zwischen den einzelnen Versuchen ge- 

reinigt werden miissen) zu legen, die sonst infolge ihrer groBen Warme- 
kapazitat die Temperatur der kleinen in ihnen enthaltenen Fliissigkeits- 
menge sehr verindern kénnen. 





Die Ablesung der Viskositaétswerte geschah mit Spiegel und Skala. 
In allem Ubrigen sei auf die Publikationen von Lecomte du Notiy (6) (7) 
verwiesen und nur bemerkt, daB auf erschiitterungs- und besonders luftzug- 
freie Aufstellung des Apparates sehr geachtet werden mubB. 


Ein Beispiel fiir die Viskositétskurven, die man auf diese Weise 
erhalt, ist in Abb. 1 wiedergegeben. Im iibrigen wird auf die eingangs 
zitierte Arbeit von Christen und Virasoro hingewiesen, die mit Hilfe 


1 Bei sehr langen Gerinnungszeiten geschieht die Ausfallung des 
Gerinnsels so allmahlich, da ebenso wie die makroskopische Beobachtung 
der auBerst feinen Flocken auch die Messung der Viskositatsanderung, die 
dann nur kleine Betraige erreicht, sehr erschwert wird, besonders bei den 
hier verwendeten verdiinnten Caseinlésungen. 


a? 


164 H. Holter: 


des von ihnen benutzten Torsionsviskosimeters mit elektromagnetischer 
Ablesung ahnliche Kurven fiir den von ihnen allein untersuchten 
Kurvenbereich bis zum Eintritt der Gerinnung erhalten haben, deren 
Ergebnisse somit bestatigt werden kénnen und hier die Anfiihrung 
weiterer Beispiele tiber einen gréBeren Konzentrationsbereich er- 
iibrigen. 


Abszisse ist die Versuchszeit, gerechnet vom Augenblick der 
Mischung, Ordinate die relative Viskositat 7. Als Gerinnungszeit (G. Z.) 
wird die zur willkirlich gewahlten, zu den Versuchsbedingungen 
passenden Viskosititsinderung 47 = 3,8* gehérige Versuchszeit be- 
zeichnet, die durch graphische Interpolation mit ausreichender Genauig- 
keit bestimmt werden kann. Die punktierte Fortsetzung der Kurve 
liber 1 = 8,1 hinaus bezeichnet den Bereich der eigentlichen Koagu- 
lation und des darauf folgenden Viskositatsfalles, dessen quantitative 
Reproduktion aus den eingangs und in (3) dargelegten Griinden un- 
durchfiihrbar ist. 

Die Genauigkeit der Bestimmung ist von vielen Faktoren abhangig 
und schwer allgemein anzugeben. In den folgenden Abschnitten wird 
iiber die Schwierigkeiten bei der Reproduktion der Messungen gesprochen 
werden. Dafiir ist jedenfalls nicht die Apparatur verantwortlich. Die 
Ungenauigkeiten, die dieser zuzuschreiben sind, und die sich aus Fehlern 
bei der Bestimmung der einzelnen Punkte der Viskositaétskurve und der 
abschlieBenden Interpolation ergeben, kénnen bei Gerinnungszeiten von 
200 bis 1500 Sekunden auf etwa 1°, veranschlagt werden. 


B. Das Substrat. 


Wenn man eine ,,absolute’’ Labbestimmungsmethode ausarbeiten 
will, also eine, deren Resultate zu verschiedener Zeit und an verschie- 
denen Orten reproduzierbar sein sollen, so gilt es vor allem, sich 
von den zufalligen und unkontrollierbaren Variationen freizumachen, 
die die Benutzung von natiirlicher Milch als Substrat mit sich 
fiihrt. Es haben sich aus diesem Grunde auch eine ganze 
Reihe (9) (10) (11) (12) von friiheren Bearbeitern des Problems damit 
befaBt, ein kiinstliches Substrat von konstanten Eigenschaften zu 
finden, sind aber dabei zu recht verschiedenartigen Resultaten ge- 
kommen. Es wurden daher systematische Versuche begonnen, die die 
Brauchbarkeit verschiedener Caseinlésungen als Standardsubstrat 
priifen sollten. 


Bei diesen Versuchen hat sich gezeigt, daB nicht nur die Konzen 
tration an Calcium- und anderen lonen wichtig ist fiir die Reaktions- 


* Entsprechend einer Skalendifferenz von 5cm bei einem Abstand 
von 92 em zwischen Spiegel und Skala. 
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weise einer Caseinlésung gegeniiber Lab, sondern auch, daf eine Casein- 
lésung mit festgelegtem Chlorcalcium- und Phosphatgehalt verschieden- 
artig mit ein und derselben Lablésung reagiert, wenn man ihren Dis- 
persitatsgrad andert. 

Eine Casein-Chlorcalcium-Phosphatmischung soll, um tiberhaupt 
mit Lab gerinnen zu kénnen, eine gewisse Mindestmenge dieser Salze, 
vor allem des Chlorcalciums, enthalten, wie durch zahlreiche altere 
Versuche gezeigt worden ist. Lésungen aber, die diese Mindestmengen 
enthalten, sind auch fiir sich allein instabil und scheiden beim Stehen 
ihr Casein nach einem temperaturabhangigen Zeitraum spontan aus. 
Je mehr sich nun eine solche Lésung ihrer spontanen Ausflockung nahert, 
desto empfindlicher ist sie auch fiir Labeinwirkung. Man kann also 
solche Lésungen durch einfaches Stehenlassen, besonders leicht bei An- 
wendung schwach erhéhter Temperatur, gegen Lab sensibilisieren. 

Dies wird durch die folgenden Versuche illustriert: 

Versuch | (Substrat A): 0,00742 CaCl,, 0,6 °, Casein, 0,01 mol. Phosphat, 
Versuchstemperatur 25°, pu = 6,2*. 

10-cem-Proben der Lésung wurden in Eprouvetten durch die ge- 
wiinschte Zeit bei 40° gehalten, sodann je 5ccm dieser Lésungen in einen 
Schenkel des Zweischenkelrohres abpipettiert, in dessen anderem Schenkel 
sich 1 cem Lablésung befand (ein Praparat der Firma Glad & Co., Kopen- 
hagen, in einer Verdiinnung von 1: 2000). Nach 10 Minuten Vorwarmung 
des Zweischenkelrohres bei 25° wurden die Lésungen vermischt und 2 cem 
der Mischung in das RotationsgefiB abpipettiert. Das Versuchsresultat 
ist in Abb. 2, Kurve 1, wiedergegeben. Abszisse ist die Verweilzeit bei 
40°, Ordinate die Gerinnungszeit der Proben. 
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Versuch 2 (Substrat B): 0,6°, Casein, 0,00636 mol. CaC],, 0,01 mol. 
Phosphat, Versuchstemperatur 25°, pH = 6,2. Versuchsanordnung wie 
bei Versuch 1; nur die Chlorcalciumkonzentration ist geaindert. Resultat 
in Abb. 3, Kurve 1. 

Im Verlauf der Vorwirmung bei 40° verschiebt sich das px der Casein- 
lésung nach der sauren Seite hin, und zwar maximal um 0,15 pH. Nach 


* Die pu-Messungen wurden bei diesem wie allen folgenden Versuchen 
elektrometrisch mit Hilfe der Chinhydronelektrode bei 18° ausgefiihrt. 
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den Ergebnissen von Michaelis und Mendelssohn (13) war nicht zu erwarten, 
daB diese pu-Verschiebung eine so betrachtliche Veranderung der Ge- 
rinnungszeit bewirken kénnte. Der Ordnung halber wurden jedoch Kontroll- 
versuche mit Substrat B angestellt, dessen pa durch Salzséiurezusatz um 
denselben Betrag veraindert wurde. Die Versuche ergaben innerhalb der 
Fehlergrenze unveranderte Gerinnungszeiten. 

Der Chlorcalcium-Konzentrationsbereich, innerhalb dessen_ die 
Substratgemische einigermaBen stabil sind (durch einige Tage bei 0°) 
und gleichwohl eine brauchbare Empfindlichkeit fiir die Labeinwirkung 
zeigen, ist recht eng begrenzt, und innerhalb dieser Grenzen andern 
ganz kleine Variationen des Chlorcalciumgehalts die Empfindlichkeit 
der Lésung in hohem Grade. 

Dies zeigt folgender Versuch: 


Versuch 3. Zusammensetzung der Lésungen: 0,06°, Casein, 0,01 mo!. 
Phosphat, variierende CaCl,-Konzentrationen. Enzymlésung wie bei den 














Versuchen 1 und 2. Versuchstemperatur 25°. pH = 6,25 + 0,05. Vor- 
wirmung 10 Minuten bei 25°, Reaktions- 
» mischung: 5cem Substrat + 1 cem En- 
od zym. Das Versuchsresultat ist in Kurve | 
der Abb. 4 dargestellt, mit der CaCl,- 
Sw free ieterl ©  Molaritat als Abszisse und der Gerinnungs - 
B "5 OM . 
SS bt ‘S = zeit als Ordinate. 
NS S 
3 , 
AE, NI t 47 & Ich habe, ausgehend von der Vor- 
/ stellung, da& die eben beschriebenen 
DWI bao WF aE Hig” Effekte durch Dispersititsinderungen 
Cact-Moloritat der kolloidalen Caseinlésungen  ver- 
Abb. 4. ursacht wiirden, nach einem unab- 


haingigen und wenigstens grob orien- 
tierenden Ma® fiir den Dispersitaétsgrad dieser Lésungen gesucht 
und au diesem Zweck deren Triibung in einem Zeissnephelometer bei 
Zimmertemperatur gemessen. In den Abb. 2, 3 und 4 sind in den 
Kurven II die relativen Triibungswerte als Ordinaten gegen die gleichen 
Abszissen abgesetzt. Die Einheit der Triibung ist der dem Apparat 
beigegebene ,,triibe Glaskérper“. Wie man sieht, wichst die Triibung 
mit abnehmender Gerinnungszeit, also steigender Empfindlichkeit fiir 
Labeinwirkung. 
Die Sensibilisierung gegen Lab, die durch Vorwairmung der 
Lésung erzeugt werden kann, ist bis zu einem gewissen Grad 
reversibel. 


Versuch 4. 20-cem-Proben des Substrats B wurden verschieden lange 
bei 40° gehalten und dann die Proben in je zwei Teile geteilt. Wabhrend 
in einem Teil die Gerinnungszeit sogleich in der frither beschriebenen Weise 
bestimmt wurde, wurde der Rest erst nach 2!/,stiindigem Verweilen bei 0° 
untersucht. Das Resultat gibt Tabelle I wieder. 
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Tabelle I. 


Versuch 4. Substrat: 0,6°, Casein, 0,00636 mol. CaCl,, 0,01 mol. Phosphat. 
Lablésung 1: 1000. pH = 6,2. 





Min. bei 40° Min. bei 0° Gerinnungszeit 
0 0 etwa 120’ 

120 0 6' 50” 
120 150 e 58’ 

240 0 6' 02" 
240 150 se 40’ 


Wir wollen die Betrachtungen iiber den Mechanismus der Lab- 
wirkung, die sich an die hier mitgeteilten Versuche kniipfen lassen, auf 
den naichsten Abschnitt verschieben und vorlaufig nur die methodische 
Substratfrage besprechen. Hier lat sich aus den Versuchen vor allem 
ersehen, wie schwer es ist, eine gut normierte und gut reproduzierbare 
Messungen zulassende Substratlésung herzustellen. Denn nicht nur 
fiir kleine UnregelmaBigkeiten in der Zusammensetzung, sondern auch 
fiir soleche in der Vorgeschichte und Behandlung sind die Lésungen 
iiberaus empfindlich. Wie gut die verschiedenen kiinstlichen Substrate, 
deren man sich im Laufe der Zeit zu Labungsversuchen bedient 
hat (9) (10) (11) (12), die Reproduzierung der Gerinnungszeiten  zu- 
lassen, dariiber habe ich in der Literatur nur allgemein gehaltene Be- 
merkungen, keine quantitativen Untersuchungen finden kénnen. Dies 
ist auch sehr verstandlich, denn die Reproduzierbarkeit ist schlecht, wie 
aus Tabelle IT hervorgeht. 


Tabelle II. Substrat: 0,6°,, Casein, 0,00742 mol. CaCl,, 0,01 mol. Phosphat. 





Kialberlab 1 : 2000 Merck-Pepsin 


Gerinnungszeit in Sekunden 


Gerinnungszeit in Sekunden Rasvmkonsentration 


Enzymkonzentration 


O01 5 0,005 © 
472 543 676 421 730 
492 544 ad = 
481 420 es 
486 598 620 484 wv 
494 646 a 470 
496 599 438 709 
514 607 416 
‘ ar 448 
509 640 aoe 
Ro s- 547 844 
520 652 584 868 
584 885 
608 872 


GroBbte Abweichung bei Einzelbest.: 8% Grébte Abweichung bei Einzelbest.: 12% 
- = der Mittelwerte: 35°, - "a der Mittelwerte: 32% 
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Bemerkungen zu Tabelle IT. Die in Gruppen zusammengefaBten 
Zahlen stellen direkte Parallelbestimmungen mit identischen Enzym- und 
Substratlésungen dar, wahrend die Gruppen jeweils mit verschiedenen 
Lésungen zu verschiedenen Zeiten ausgefiihrte Versuche bezeichnen, die 
angestellt wurden, um die Reproduzierbarkeit der Gerinnungszeit zu priiten. 
Auf diese letztere beziehen sich die Prozentzahlen fiir die Abweichungen 
der Mittelwerte. Die Substratlésungen wurden bei der Bereitung solchen 
Variationen in den Versuchsbedingungen absichtlich unterworfen, die beim 
praktischen Arbeiten schwer zu umgehen sind (kleine Altersunterschiede 
und dergleichen). Ein damit in Beziehung stehendes System in der Variation 
der Gerinnungszeiten konnte nicht gefunden werden. Siehe iibrigens die 
Bemerkungen zu Tabelle VI fiir die Pepsinversuche. 

Bei natiirlicher Milch liegt die Sache noch arger als bei Casein- 
lésungen; dariiber, daB die Milch ,,in ihrer Zusammensetzung zu sehr 
variiere“‘, um als befriedigendes Substrat bei quantitativen Unter- 
suchungen dienen zu kénnen, sind sich alle einig, die damit zu arbeiten 
versucht haben. Doch diirfte das Ubel nicht nur in der Zusammen- 
setzung der Milch liegen, die in analytischer Hinsicht eigentlich doch 
erstaunlich konstant ist [Porcher (12)], sondern vor allem auch in 
deren kolloidalem Zustand, der, wie man sieht, schon bei reinen Casein- 
lésungen anscheinend nur duBerst schwer zu reproduzieren ist. Und 
darin liegt wohl die gréBte Schwierigkeit beim quantitativen Studium 
der Eigenschaften der Labs, die auch bei gut durchgearbeiteter apparat- 
technischer Methodik die Fehlergrenzen (wenn dieser Ausdruck hier 
noch berechtigt ist) so weit auseinanderriickt. 

Gleichwohl glaube ich, daB Caseinlésungen trotz der Miihe, die bei 
ihrer Herstellung aufgewendet werden mu, der Milch vorzuziehen 
sind. Man erhalt damit, wenn die einmal gewahlten Darstellungs- 
bedingungen genau eingehalten werden, doch immer halbwegs zusammen- 
stimmende Gerinnungszeiten mit ein und demselben Labpraparat, und 
nicht Variationen um mehrere hundert Prozent, auf die man bei Milch 
oder ungenau hergestellten Caseinlésungen immer gefaBt sein muB. 
Aus diesem Grunde soll hier die Zusammensetzung und Bereitung 
einer Caseinlésung beschrieben werden, die sich nach vielen Vorversuchen 
unter den vom Viskosimeter erforderten Versuchsbedingungen als 
brauchbar erwiesen hat. ! 

Stammlésung ist eine 6 °,ige Lésung von Mercks ,,Casein nach Hammar- 
sten‘‘!, Diese wird in der Weise bereitet, daB 6g des Pulvers in einen 
100-cem-MeBkolben eingewogen und mit 5 ccm Wasser sehr gut und kraftig 
durchgeschiittelt werden, bis das Casein gianzlich benetzt ist. Man wartet 
danach nicht langer als 5 bis 10 Minuten (um staérkere Quellung und dabei 
eventuell auftretende sekundére Zusammenballung zu vermeiden) mit 


dem Zusatz von 36ccm n/10 Natronlauge, die in kleinen Portionen unter 
Umschwenken einpipettiert wird. Sodann wird der Kolben, soweit der 


1 Der Wassergehalt des von uns verwendeten Praparates war 8,66 °.,. 
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vuf der Lésung gebildete Schaum dies zuléBt, zur Marke aufgefiillt und 
inter haufigem Umschiitteln '/, Stunde bei 30° gehalten. Nach dem Ab- 
kiihlen auf 20° wird 0,1 cem Octylalkohol und 0.lecem Teluol zugesetzt 
und endgiiltig aufgefiillt. Geht man in dieser Weise vor, so vermeidet 
man leicht die sonst sehr st6érende Klumpenbildung. Die Lésung steht 
vor der weiteren Verarbeitung 24 Stunden im Eisschrank. 

10cem dieser Stammlésung werden in einem 100-cem-Me®Bkolben 
mit 70 cem Wasser verdiinnt und dann 7 cem m/10 Calciumchloridlésung! 
unter Umschwenken zugesetzt. Dieser Zusatz soll immer gleichmabig 
geschehen, am besten aus einer Biirette mit nach der Uhr eingehaltenen 
Intervallen zwischen den einzelnen Zusaétzen. Wie groB man die Zusiatze 
und Zwischenzeiten wahlt, ist an und fiir sich gleichgiiltig, wenn man 
nur dafiir sorgt, daB die einmal gewahlte Bereitungsvorschrift immer 
eingehalten wird. (DaB die Einzelzusaitze gegen den Schlu8 hin immer 
kleiner werden sollen, ergibt sich von selbst.) 

In derselben Weise setzt man darauf 10 cem m/10 Phosphatmischung 
vom pu = 6,4 zu, schlieBlich 0,03 cem Octylalkohol und 0,03 cem Toluol 
und fiillt auf. Die Lésung soll vor dem Gebrauch 20 Stunden im Eisschrank 
gestanden haben und an jedem Tag fiir den folgenden frisch bereitet werden. 


| 
C. Zur Frage der Labwirkung. 


Die Auffassung der Labwirkung, die heute von den meisten Autoren 
gehegt wird, ist die, daB die eigentliche Wirkung des Labenzyms in 
einer vorlaufig nicht niher bestimmten, chemischen Verainderung des 
Caseinmolekiils bestehe, wobei hier der Ausdruck ,,Molekiil** nur der 
terminologischen Einfachheit halber und mit allen den Vorbehalten 
gebraucht sei, die die modernen Anschauungen tiber den Aufbau der 
EiweiBstoffe fordern. Diese chemische Einwirkung soll die erste Phase 
der Labungsreaktion darstellen, wihrend die darauffolgende Fallung 
des Calcium-Paracaseinates eine von der eigentlichen Labwirkung 
getrennte Phase des Prozesses wire, die am ehesten nach kolloidchemi- 
schen Anschauungen zu betrachten und erkliren sei. 

1. Worin nun die chemische Veranderung besteht, die die ,,Um- 
wandlung des Caseins in Paracasein‘’ bewirkt, dariiber herrscht keine 
Einigkeit. Viele meinen, daB es sich um eine beginnende proteolytische 
Spaltung handle, und begriinden Cies einerseits damit, da bei der 
Ausfallung des Paracaseins das leichtlésliche ,,MolkeneiweiB** in Lésung 
bleibt, das also vom Caseinmolekiil abgespalten worden ware, anderer- 
seits damit, da man ahnliche Ausflockungen wie mit Lab auch 
mit anderen proteolytischen Enzymen hervorrufen kann, z. B. mit 
Gewebsproteinasen, sowie endlich mit der Tatsache, daB man die 
Labwirkung durch Zusatz von Peptonen, also den vermuteten Reaktions- 
produkten, hemmen kann, wie iibrigens auch durch viele andere Stoffe. 


! Die von mir verwendete CaCl,-Lésung war nicht genau m/10, sondern 
um 6°. starker. 
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a) Zur alten Streitfrage iiber die Identitét von Lab und Pepsin, die 
hier erwahnt werden miiBte, sei es gestattet, einige Bemerkungen zu machen. 
Die Untersuchungen der neueren Zeit! haben der Auffassung, daB es sich 
um zwei verschiedene Enzyme handle, immer mehr Stiitze verliehen. 
Ein neues Moment ist aber in die Frage hineingekommen durch Northrops (14) 
Darstellung von kristallisiertem Pepsin, in dem ja, wiewohl die Frage nach 
dessen Natur noch offen steht (2), doch jedenfalls ein Standardpraparat von 
groBer Reinheit und besonders konstanten Eigenschaften vorliegt. Ich 
habe darum die Labwirkung von viermal] umkristallisiertem Pepsin gepriift 
und sie fiir recht betrachtlich befunden. Beim Vergleich dieses Praiparates 
mit anderen labenden Enzymen ergab sich folgendes: Bringt man Lésungen 
von kristallisiertem Pepsin, Handelspepsin (Peps. puriss. sol. Werck) und 
einem hochaktiven Kialberlabpriparat (Glad d& Co., Kopenhagen) auf 
denselben peptischen Wirkungsgrad, d.h. verdiinnt man sie derartig, dali 
ihre proteolytischen Wirkungen, gemessen bei pr = 2,3 an Casein als 
Substrat (2) (3), gleich sind, so verhalten sich ihre Labaktivitaéten wie 
1:5:15 (in der oben angefiihrten Reihenfolge). Das hei®t, es miissen 
die beiden letzten Praparate in dem durch die Verhaltniszahlen bezeich- 
neten AusmaBe verdiinnt werden, um eine Standardcaseinlésung (s. 8. 168) 
bei pu = 6,2 in derselben Zeit zur Gerinnung zu bringen, wie das kri- 
stallisierte Pepsin. 

Die ausfiihrliche Wiedergabe dieser Versuche und die weitere experi- 
mentelle Verfolgung der Frage wird durch eine neulich erschienene Arbeit 
von Tauber und Kleiner (15) eriibrigt. Sie beschreiben darin die Darstellung 
eines hochaktiven Labpriparates, das nach ihren Angaben gar keine 
peptische Wirkung mehr haben soll. Selbst wenn diese letztere Angabe 
vielleicht in Zukunft eine Korrektur erfahren sollte?, so steht doch eine 
weitgehende Trennung der Wirkungen von Lab und Pepsin, die auch durch 
meinen Versuch bestatigt wird, auBer Zweifel. Besonders bemerkenswert 
aber ist, daB auch J'auber und Kleiner, um die Verschiedenheit ihres Lab- 
praparates von Pepsin darzutun, es mit kristallisiertem Pepsin verglichen 
haben und bei diesem, wie ich, eine betriachtliche Labaktivitat fanden, 
etwa !/, von der ihres Labpraparates gegen '/,; in dem hier mitgeteilten 
Versuch. Da der Reinheitsgrad des von J'auber und Kleiner verwendeten 
krisfallisierten Pepsins nicht angegeben ist, und da sie ihre Aktivitats- 
verhaltniszahlen auf Gewichtsmengen Enzym beziehen, so kénnen die 
beiden Ergebnisse auch quantitativ recht wohl zusammenpassen. Hier 
kommt es aber vor allem darauf an, da es zwar gelungen ist, ein von Pepsin- 
wirkung freies oder daran armes Lab darzustellen [vgl. auch Hammarsten (16) 
und Fenger (17)], daB man jedoch nie ein Pepsin erhalten konnte, das nicht 
auch eine betrachtliche Labwirkung besessen hatte. Weiter unten wird 
auf diesen Befund zuriickgekommen werden. 


1 Literaturiibersicht bei Oppenheimer, ,,Die Fermente* 2. 


2 Das bei den Verdauungsversuchen als Substrat verwendete Eialbumin 
ist nicht besonders geeignet zur Bestimmung ganz kleiner peptischer 
Aktivitaten, da es bedeutend schwerer von Pepsin angegriffen wird als 
Casein oder Fibrin. Auch ist die Formoltitration nicht die feinste der uns 
gegenwirtig zur Verfiigung stehenden Methoden zur Titration von Pepsin- 
spaltungen; und eine Reststickstoffbestimmung hat, wie die beiden Autoren 
selbst angeben, einen ganz kleinen Zuwachs gezeigt. 
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b) Die Auffassung der Labwirkung als proteolytische Spaltung 
wird nicht gerade iiberzeugend durch experimentelle Beweise gestiitzt. 
Wahrend die weniger spezielle Annahme einer chemischen Veranderung 
des Caseins gut begriindet ist, vor allem durch Untersuchungen von 
L.L. van Slyke und Bosworth (18), Pertzoff (19) und Linderstrem- 
Lang (20), die einen recht betrachtlichen Unterschied im physikalisch- 
chemischen Verhalten von Casein und Paracasein nachwiesen, fehlte 
der Annahme einer proteolytischen Spaltung eine solche Grundlage, 
solange es nicht gegliickt war, experimentell dem Spaltungsvorgang 
wihrend des Labungsprozesses zu folgen. Man hat sich mit der Hypothese 
einer ,,rein desaggregierenden*‘ Wirkung geholfen, in Parallele zu den 
eigentlichen Proteinasen, denen man ahnliche Wirkungen zuschrieb. 
Da diese Hypothese nach neueren Untersuchungen aber wohl allgemein 
wieder verlassen ist und man an ihrer Stelle auch bei der Verdauung 
von genuinem EiweiB eine strukturelle Hydrolyse von Peptidbindungen 
annimmt, war zur Stiitze der Annahme einer proteolytischen Spaltung 
der Nachweis dieser Hydrolyse erst zu erbringen. 

Vermittels der Aminogruppentitration in Aceton nach Linderstrom- 
Lang (21), die vom Verfasser den Anforderungen der Bestimmung ganz 
kleiner peptischer Spaltungen von Casein angepaBt worden war (2), 
(3), ist es nun méglich, diesen Nachweis zu fiihren. Die folgenden 
Versuche mégen dies illustrieren. 

Versuch 5: 2°, Casein, 0,012] mol CaCl,, Labverdiinnung 1 : 600, 
Gerinnungszeit etwa 150 Minuten, pu = 6,6. 

Zum Versuch wurden Proben zu 10 cem in die Titrationskolben ein- 
pipettiert und die Kolben sodann die gewiinschte Versuchszeit iiber bei 30° 
gehalten. Die Sistierung geschah in der Weise, daB zuerst vorsichtig 20 cem 
Aceton tuber die Reaktionsmischung geschichtet wurden, sodann 5 ccm 
n/10 alkoholische HCl in das Aceton pipettiert und schlieBlich durch Um- 
schiitteln alles vermischt wurde. Das durch den Acetonzusatz ausfallende 
Casein lést sich dabei in der tiberschiissigen Salzsiure auf, was sonst schwer 
zu erreichen ist, und gleichzeitig wird vermieden, da®B in wasserigem Medium 
eine Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration eintritt, die zu einer, 
wenn auch nur kurzwaéhrenden Pepsineinwirkung fiihren kénnte. Die 
weitere Verarbeitung der Proben geschah dann, wie in (3) beschrieben. 
Wenn trotz der beim Sistieren eingehaltenen Vorgangsweise keine voll- 
standige Lésung des Caseins eintrat, wurde die Probe verworfen. Zu jeder 
Probennahme wurden, um dennoch Doppelbestimmungen gesichert zu 
haben, drei Versuchskolben verwendet. Das Versuchsresultat gibt Ta- 
belle ITT. 


Versuch 6: 2°, Casein, 0,0152 mol CaCl,, Labverdiinnung 1 : 2400, 
Gerinnungszeit etwa 50 Minuten, po = 6,7. Versuchsanordnung wie bei 
Versuch 5. Resultat in Tabelle III. 

Da es geboten schien, Effekte, die sich so nahe der Fehlergrenze be- 
wegen, mit etwas anderer Methodik zu verifizieren, wurden die Versuche so 
wiederbolt, daB die Labgerinnung mit verainderten Enzym- und Chlor- 
calciumkonzentrationen und dementsprechend verainderten Gerinnungs- 
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Tabelle III. 





Versuch 5. Versuch 6. 
20/9 Casein, Py = 6,6. 0,0121 mol. CaCly. 299 Casein, Py = 6,7. 0,0152 mol. CaCly. 
Lab 1:600. Gerinnungszeit etwa 150 Min. Lab 1: 2400. Gerinnungszeit etwa 50 Min. 


Proben zu 10 ccm Proben zu 10 cem 





Versuchszeit 


Versuchszeit Spaltung Spaltung 
in Min. in ecm n/10 HCl in Min. in cem n/10 HCl 
0 0 0 0 
60 0,03 45 0 
130 0,05 60 0,005 
240 0,05 120 0,01 
600 0,07 


zeiten in Zweischenkelréhren vorgenommen wurde. Hiermit wurde, ab- 
gesehen von einer durch die Konzentrationsverhaltnisse bewirkten besseren 
Herausarbeitung des verschiedenen relativen Verhaltens der beiden der- 
selben Caseinlésung entnommenen Proben, auch erreicht, daB die Sistierung, 
die in der oben beschriebenen Ausfiihrung am ehesten methodische Fehler 
veranlassen konnte, einwandfrei funktioniert. 

Die Versuche 7 und 8 wurden in folgender Weise ausgefiihrt: je 10 cem 
der Casein-Chlorcalcium-Enzymmischung wurden in einen Schenkel (Volumen 
30 cem) eines Zweischenkelrohres einpipettiert, mit einem Gummistopfen 
verschlossen, und die Versuchszeit iiber bei 30° belassen. Zur Sistierung 
wurde das Rohr zuerst 5 Minuten auf 0° abgekiihlt und dann in den anderen 
Schenkel 5cem n/10 alkoholische HCl und 10 ccm Aceton einpipettiert. 
Nach neuerlichem Abkiihlen des wieder verschlossenen Rohres (5 Minuten 
bei 0°) wurden erst durch vorsichtiges Umschwenken die Saure und das 
Aceton, dann der Inhalt der beiden Schenkel vermischt und dabei immer 
sofortige Wiederauflésung des im Augenblick der Mischung ausfallenden 
Niederschlages erzielt. (Auch bei den Proben, die erst nach der Gerinnung 
sistiert wurden, lést sich das Gerinnsel gut auf, da es bei so protrahierten 
Labungen in sehr feinflockiger Form ausfallt.) Die Mischung geschah, 
ohne daB dabei Lésung und Gummistopfen miteinander in Beriihrung 
kamen, was bei geeigneten Stopfen und GefaiBen leicht zu erreichen ist. 
Sodann wurden dem eiskalten Gemisch 20 cem entnommen und in gewoéhn- 
liche Titrationskolben iiberfiihrt (bis hierher alles mit geeichten Pipetten). 
weitere 10cem Aceton zugefiigt und dann die Proben wie gew6éhnlich 
behandelt, nur mit entsprechender Veranderung der bei der Titration 
zugesetzten Acetonmengen. Bei dieser Arbeitsweise sind Fehler, die auf 
mangelhafter Auflésung oder voriibergehender lokaler Siuerung der Lésung 
beruhen, wohl ausgeschlossen. Die Zusammensetzung der Lésungen und 
das Versuchsresultat gibt Tabelle IV, in der diesmal die originalen Titra- 
tionswerte (zweite und fiinfte Kolonne) mit angefiihrt sind, um die Uber- 
einstimmung der Doppelbestimmungen zu zeigen. Die Zahlen der dritten 
und sechsten Kolonne sind die Spaltungen, ausgedriickt in Kubikzentimeter 
n/10 HCl und umgerechnet auf Proben von 10 cem, also direkt vergleichbar 
mit den Versuchen 5 und 6. 


Die Versuche sind so ausgewahlt, daB sie einen Begriff davon 
geben, wie verschieden bei verschiedenen Ansatzen die nachweisbare 
Spaltung sein kann, bis an die Grenze des mit héchstens 0,01 cem zu 
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Tabelle IV. 





Versuch 7. Versuch 8. 
29/9 Casein, py = 6,4. 0,00954 mol. CaCly. 29/9 Casein, py = 6,4. 60,0106 mol. CaCl, 
Lab 1:300. Gerinnungszeit etwa 80 Min. Lab 1:6000. Gerinnungszeit etwa 30 Min 
Proben zu 8 ccm Spaltung Proben zu 8 ccm Spaltung 


ee. pro Probe 


= 3 | verbraucht zu 10 cem i Canesten verbraucht zu 10 ce 
: +7 enon com n 10 H cl niin . ag cum n 0 H Cl 
0 1,169 0 0 1,379 0 
1,165 1,376 
45 1,141 0,03 20 1,381 0 
1,143 1,377 
100 1,123 0,05 45 1,374 0 
1,122 1,376 
160 1,115 0,06 90 1,369 0,01 
1,118 1,366 


veranschlagenden Titrationsfehlers (Versuche 6 und 8). Auch darauf 
wird gleich zuriickzukommen sein. 

Um also den vorliufigen Stand unserer Kenntnisse tiber die 
chemische Wirkung des Labenzyms zusammenzufassen, so kann man 
als bewiesen ansehen (18) (19) (20), daB beim Ubergang von Casein 
zu Paracasein eine chemische Verinderung des Caseinkomplexes eint ritt, 
und es lassen sich auch experimentelle Belege fiir die Annahme er- 
bringen, daB diese Veranderung in einer proteolytischen Spaltung 
besteht. Die Stichhaltigkeit der auf der Untersuchung der Produkte 
der Labeinwirkung basierten Beweise fiir den Eintritt irgendeiner 
chemischen Umwandlung ist wohl kaum anzuzweifeln; die Existenz 
des MolkeneiweiBes ist nach vielen Diskussionen! nun wohl sicher- 
gestellt; wan Slykes (18), Pertzoffs (19) und Linderstram-Langs (20) 
Versuche sind, soweit mir bekannt, wohl nie nachgepriift worden, 
dirften aber unwiderlegbar sein. Dagegen ist der in den Versuchen 5 
bis 8 gegebene Nachweis einer proteolytischen Spaltung einer Kritik 
bediirftig, die hier versucht werden soll. 

c) Erstens ist es keineswegs gesichert, daB der Teil des in den 
untersuchten — und einzig der Untersuchung zuginglichen — Organ- 
praparaten vorliegenden Enzymgemisches, der die Labgerinnung des 
Caseins bewirkt, auch der ist, welcher die maBanalytisch erfabbare 
Proteolyse verursacht. Die einzige Gewahr dafiir ist das Versuchs-py; 
doch selbst das Pepsin, die der Menge nach wichtigste Verunreinigung, 
hat noch eine geringe Restwirkung bei Wasserstoffionenkonzentrationen, 
die der hier in Frage stehenden von 6,4 nahekommen (22). Und von 


Literatur bei Oppenheimer, ,,Die Fermente* 2. 
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Gewebsproteinasen mit einem py-Optimum von ungefahr 5 geniigen 
schon recht geringe Mengen, um die von mir beobachteten Spaltungen 
zu erkliren. Solange man nicht ,,reines Labenzym*‘ darstellen kann. 
ist es schwer, sich gegen die Wirkung von Beimengungen zu schiitzen 
Grundsitzlich noch schwerer aber wiegt der zweite Einwand, der schon 
bei der Wiedergabe der Versuche angedeutet wurde, daB nimlich die 
GréBe der Spaltung von dem Erreichen der Labwirkung ganz un- 
abhangig ist. Solange man nur durch Variationen des Gehalts der 
Lésung an Calcium- und anderen Ionen deren Gerinnungszeit  will- 
kiirlich variieren konnte, war noch eine Aktivierung oder Inaktivierung 
der chemischen Wirkung des Enzyms durch die Zusaitze denkbar, und 
diese Interpretation ist auch tatsichlich versucht worden, wenngleich 
die aus den Versuchen 5 bis 8 ersichtliche GréBe der Effekte in einem 
ganz engen CaCl,-Konzentrationsbereich tiberraschen muBte und die 
Verhaltnisse sich als sehr kompliziert und von dem gewohnten Bilde der 
Enzymaktivierungen abweichend erwiesen. Sobald aber bei konstante1 
Zusammensetzung eine — reversible, also nicht durch bakterielle Ein- 
wirkung erklarbare! — Sensibilisierung durch Vorwarmen des Substrates 
erzielt werden kann, werden derartige Erklirungsversuche noch mehr 
erschwert. Man kann auf die eine oder die andere Weise die Versuchs- 
zeit bei gegebener Enzymkonzentration so variieren, und damit die 
eintretende Spaltung so leicht bis unter die Grenze der experimentellen 
Nachweisbarkeit herabdriicken (s. Versuche 5 bis 8), daB die Auffassung, 
es gehére eine quantitativ bestimmte proteolytische Wirkung zur Er- 
zielung der Koagulation, kaum mehr haltbar sein diirfte. Der experi- 
mentelle Nachweis einer solchen Spaltung verliert unter diesen Um- 
stinden seine Beweiskraft, und was wir daraus folgern diirfen ist nur, 
daB dem vorliegenden labenden Enzympraparat proteolytische Aktivitat 
eigen ist, nicht aber, daB diese sicher zur eigentlichen Labwirkung 
gehért. 

Endlich sei hier noch eine kurze Uberlegung iiber die mégliche 
Natur und absolute GréBe der nachgewiesenen Spaltung eingeschaltet. 
Das, was direkt bei der Acetontitration nach Linderstrem-Lang be- 
stimmt wird, ist der Zuwachs an freien Aminogruppen. Es liegt natiirlich 
am niachsten, anzunehmen, daB dieser Zuwachs von der Lésung von 
Peptidbindungen in der EiweiBkette herriihrt; streng bewiesen ist 
diese Annahme aber erst, wenn auch ein aquivalenter Zuwachs an 
Carboxylgruppen aufgefunden werden kann. Dies wird sich aber mit 
den bis jetzt zur Verfiigung stehenden experimentellen Mitteln kaum 
durchfiihren lassen, sobald es sich um so kleine Zuwachse handelt, 
wie die, die hier in Frage stehen, da die kohlensiureempfindlichen 


1 Vgl. Versuch 4. 
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arboxyltitrationsmethoden in dieser Hinsicht der Aminotitration 
interlegen sind. Wir kénnen also unter diesen Umstanden vorlaufig 
‘icht ausschlieBen, daB die freigelegten Aminogruppen anderswo, 

B. von der Lésung von Stickstoff-Phosphorsiurebindungen herrihren : 
uber die Bindung dieser Saure im Casein ist ja nichts Sicheres bekannt, 
wenn man auch gegenwartig annimmt, da} die Hauptmenge esterartig 
gebunden sei. Wie dem aber auch sei, und woher die freigelegten 
\minogruppen auch tatsichlich stammen mdgen, so ist jedenfalls 
folgendes zu bedenken: 

The Svedberg, L. M. Carpenter und D.C. Carpenter (23) haben das 
Molekulargewicht des mit schwach salzsaurem 70 °,igen Alkohol extra- 
hierbaren Caseinanteiles zu 375000 bestimmt. Akzeptiert man diesen 
Befund und nimmt man diesen Wert ganz roh als Durchschnittsmolekular- 
gewicht des Caseins titberhaupt an, so sollte die Lésung einer einzigen 
Peptidbindung in einem soJchen Molekiil bei Titrationsproben von 10 ccm 
2% iger Caseinlésung sich durch einen Verbrauch von etwa 0,02 mg 
HCl = 0,005 cem n/10 HCl zu erkennen geben. Die Lésung von mehr 
als zwei Peptidbindungen sollte also schon einen tiber der Fehlergrenze 
(0,01 cem) liegenden Effekt bewirken. Wir miissen aber nach den 
Ergebnissen der Versuche 5 bis 8 annehmen, daB bei den! meisten 
Koagulationen die titrierbare Spaltung weit unter der Fehlergrenze 
bleibt (die Versuche 5 und 7 sind ja absichtlich protrahierte Labungs- 
prozesse). Wenn man somit die Lésung von ein oder zwei Peptid- 
bindungen auch nicht mit GewiBheit ausschlieBen kann, und wenn sich 
auch denken lieBe, da danach rein mechanisch, durch Ausfallung des 
Substrats, die weitere Wirkung des Enzyms paralysiert wiirde, so will es 
der Verfasser doch nicht unterlassen, darauf aufmerksam zu machen, wie 
sehr man sich der Grenze des strukturchemisch noch Méglichen nahert, 
wenn man die primaire Wirkung der eigentlichen Labenzyme als eine 
Spaltung von Peptidbindungen ansieht. Doch sind auch andere Wir- 
kungen recht gut denkbar. Wir wissen aus friiheren Untersuchungen (3), 
wie groB die Rolle ist, die die esterartig gebundene Phosphorséure beim 
Caseinabbau spielt, und es scheint nicht ausgeschlossen, da8 sie auch 
die Sonderstellung des Caseins als Substrat der Labwirkung bedingt. 

2. Was die zweite Phase des Labungsprozesses, also die Gerinnung 
und Ausflockung des Paracaseins, betrifft, so scheint aus den vielen 
Bearbeitungen, die das Problem gefunden hat, sicher hervorzugehen, 
daB hier die Calciumionen, deren Gegenwart bekanntlich unentbehrlich 
fiir das Eintreten der Gerinnung ist, die Hauptrolle spielen. Man denkt 
sich den Mechanismus hier ungefaihr so, daB das Casein, das in der 
ersten Phase des Prozesses in irgendeiner Weise chemisch vorbehandelt 
worden ist, automatisch ausgefillt wird, sobald ein gewisser Grad 
dieser ,, Vorbehandlung* erreicht worden ist, oder, wie es schirfer z. B 
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von Rona und Gabbe (24) formuliert wird, ,,sobald nahezu alles Casein 
in Paracasein umgewandelt ist’*. Das ausgefallte Produkt ist Calcium- 
paracaseinat, und man nimmt an, daB ein Teil der in der Lésung vor- 
handenen Ca-Ionen an das Paracasein gebunden wird, wahrend dic 
uberschiissigen Ionen durch ihre Aussalzwirkung die Ausfallung be- 
fordern. Diese Hypothese findet ihre auf den ersten Blick sehr ein- 
leuchtende Begriindung darin, daB calciumfreie Caseinlésungen auch 
unter lange fortgesetzter Labeinwirkung nicht gerinnen, dies dagegen 
sehr rasch tun, wenn man ihnen nach kurzer Labung zureichende 
Mengen von Calciumionen zusetzt. 

Einfach liegen diese Verhaltnisse aber nicht. Erstens hat die 
Menge des in spateren Versuchsstadien zugesetzten Calciums groBen 
und nicht leicht zu iibersehenden EinfluB auf die Gesamtdauer der 
Gerinnung [Rona und Gabbe (24); siehe dort auch altere Literatur}, 
zweitens hat Jvar Bang (10) gezeigt, daB der Calciumzusatz in der 
zweiten Labungsphase niemals sofortige Gerinnung bewirkt, sondern 
daB zwischen Zusatz und Fiallung immer eine kiirzere oder langere 
, Inkubationsfrist‘‘ verstreicht, die selbst wieder von der CaCl,-Menge, 
Temperatur, px, kurz von allen Faktoren abhaingig ist, die auf die 
Labwirkung als Ganzes EinfluB haben. Und schlieBlich zeigen die 
Versuche 1 und 2, daB auch bei konstanter Zusammensetzung der 
Substratl6sung noch andere Faktoren ganz entscheidenden EinfluB 
auf den Verlauf des Labungsprozesses nehmen kénnen; diese Versuche 
deuten darauf hin, daS der wichtigste Faktor die dem Substrat 
von vornherein eigene Instabilitat sei, die es der nachhelfenden 
Einwirkung des Labferments immer zuginglicher macht, je weiter der 
ProzeB der spontanen Flockung der Lésung fortgeschritten ist. Auch 
die Versuche von /var Bang legen den Gedanken nahe, daB die 
Bedeutung der rein kolloidchemischen Vorgange in der Lésung unter- 
schatzt wird, wenn man meint, daB fiir eine gegebene Zusammen- 
setzung des Substrats eine qualitativ und quantitativ bestimmte 
strukturchemische Verdinderung notwendig, wenn aber einmal ein- 
getreten, auch hinreichend sei, um die Ausfallung des Calciumpara- 
caseinats zu erméglichen. Ja, man kénnte sich versucht fiithlen, die 
Annahme einer strukturchemischen Beeinflussung des Gerinnungs- 
vorganges iiberhaupt fallenzulassen und den ganzen ProzeB von rein 
kolloidchemischen Gesichtspunkten aus zu betrachten, ahnlich wie dies 
in neuerer Zeit bei dem Problem der Blutkoagulation geschehen ist. 

3. AuBer auf die bisher besprochenen, sich zum Teil anscheinend 
widersprechenden Befunde hat eine befriedigende Hypothese iiber den 
Mechanismus der Labwirkung auch Riicksicht zu nehmen auf die 
Spezifitat des Labenzyms, die unleugbar ist, und durch die neueste 
Darstellung von hochgereinigten Labpraparaten (15) wieder bekraftigt 
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wird, aber die eigentiimliche Erscheinung darbietet, daB es eine ganze 
Reihe von Enzymen gibt (die Proteinasen), denen der labende Effekt 
als mehr oder weniger ausgebildete Nebenwirkung zukommt (siehe z. B. 
die Labwirkung des kristallisierten Pepsins), auBerdem aber eines, 
das auf diese Wirkung beschrinkt ist, ohne seinerseits in den iibrigen 
Wirkungsbereich der anderen labenden Enzyme in nennenswertem 
Mae iiberzugreifen. Wie alle Spezifitatsfragen wird sich auch diese 
nach dem gegenwartigen Stande unserer Kenntnisse tiber enzyma- 
tische Wirkungen nur durch die Annahme von strukturell bestimmten 
chemischen Eingriffen erkliren lassen, da es nie gelungen ist, die Des- 
aggregationshypothesen mit einer zureichenden experimentellen Grund- 
lage zu versehen. 

Wir sind also genétigt, nach einer Angriffsweise fiir das Labenzym 
zu suchen, die die Anderung der chemischen Eigenschaften beim 
Ubergang vom Casein zum Paracasein erkliren kann, welche héchst 
wahrscheinlich eine Zerlegung! des Caseinkomplexes — vielleicht eine 
hydrolytische -— ist und ihrer Natur nach geeignet sein sollte, die 
Auslésung fiir die in der zweiten Phase der Labung iiberhand- 
nehmenden, kolloidalen Veranderungen abzugeben. 

4. Der Verfasser glaubt, daB eine Méglichkeit, allen hier besprochenen 
Forderungen gerecht zu werden, in den Anschauungen liegt, die nament- 
lich durch die Arbeiten des Carlsberg Laboratoriums iiber den Aufbau 
der léslichen Proteinstoffe, in unserem Falle also des Caseins, ent- 
wickelt worden sind. 

a) Linderstrom-Lang (20) hat 1928 gezeigt, daB das Casein keine 
einheitliche Substanz ist, sondern aus mehreren Komponenten besteht, 
die bis zu einem gewissen Grade durch Fraktionierung voneinander 
getrennt werden kénnen und in ihrem nativen Zustande ein Protein- 
komponentensystem nach der Terminologie S. P. L. Serensens (26) 
bilden. Linderstrem-Lang hat sich in derselben Arbeit auch mit der 
Labgerinnung der von ihm dargestellten Caseinfraktionen beschaftigt 
und ist auf Grund dieser Versuche und gestiitzt auf das groBe Tat- 
sachenmaterial, das er bei der Fraktionierung des Caseins gesammelt 
hatte und das zu umfangreich ist, als daB hier niher darauf eingegangen 
werden kénnte, zu einer Arbeitshypothese gekommen, die mir von allen 
den zahlreichen Versuchen zur Erklirung des Mechanismus der Lab- 
wirkung am besten geeignet scheint, den Kern zu einer Theorie des 
Prozesses abzugeben. Nach dieser Auffassung besteht das native 
Casein aus mindestens drei Stoffen, die sich sowohl in deren eigener 


1 Der Vollstandigkeit halber sei hier auf eine vor kurzem erschienene 
Arbeit von M. Beau (25) aufmerksam gemacht, der die Labwirkung als eine 
Polymerisation des Caseins auffaBt. 
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Léslichkeit, wie in der ihrer Calciumverbindungen, sowie endlich im 
Phosphorgehalt voneinander unterscheiden. In Lésung und bei Gegen- 
wart von Calciumionen wird die Stabilitat des Systems dadurch bewahrt, 
daB eine der Komponenten das Schutzkolloid fiir die anderen abgibt. 
Die das Schutzkolloid bildende Komponente wird unter der Einwirkung 
des Labenzyms gespalten, und die unter den damit geschaffenen Ver- 
haltnissen schwerléslichen Bestandteile des Systems fallen aus. Be- 
ziiglich der ni&iheren Charakterisierung der einzelnen Komponenten 
mu auf die genannte Arbeit (20) verwiesen werden. 

Wenn wir versuchen, diese Hypothese auf die Verhiltnisse anzu- 
wenden, die in den Substratlésungen herrschen, welche zu den in dieser 
Abhandlung mitgeteilten Versuchen benutzt wurden, so scheinen einige 
erweiternde Annahmen zulassig. Wir wollen erstens annehmen, dai 
die Stabilitat des Systems keine vollstandige ist bei fiir das Eintreten 
der Gerinnung zureichendem Chlorcalciumgehalt, und daB die Wirksam- 
keit des Schutzkolloids vom Gehalt an diesem Salz in hohem Mabe 
abhangig ist, ebenso wie von der Vorbehandlung der Lésung und den 
kolloidalen Verinderungen, welche diese Vorbehandlung mit sich 
fiihren kann. Diese Annahmen sollten zur Erklarung der bei den Ver- 
suchen 1 bis 3 erhaltenen Sensibilisierungseffekte ausreichen. Wird 
weiterhin noch angenommen, daf auch andere chemische Eingriffe 
ausfallende Wirkung aut die schwerléslichen Stoffe haben, indem sie 
das Wechselspiel zwischen schiitzenden und geschiitzten Kolloiden 
stéren, so erklaren sich die eigentiimlichen Spezifitatsverhaltnisse der 
Labreaktion ganz leicht: Jeder proteolytische Eingriff in das Casein- 
system fiihrt dann labende Wirkung mit sich, und der Eingriff kann 
um so kleiner bleiben, je staérker das System von vornherein belastet 
war. Ob das eigentliche Labferment ebenfalls durch proteolytische 
Spaltung wirkt oder nicht, ist grundsatzlich unwichtig; wesentlich zur 
Erklarung seiner Spezifitat ist nur, daB irgendein Angriff offenbar an 
einer ganz bestimmten Stelle des Caseinkomplexes erfolgt und die 
dadurch bewirkte Stérung des Systems besonders wirkungsvoll ist. 

b) Es ist also, wie man sieht, nicht mehr notwendig, die qualitative 
oder gar quantitative Gleichartigkeit der Wirkungsweise fiir alle la- 
benden Enzyme anzunehmen, die bisher den Erklirungsversuchen so 
groBe Schwierigkeiten bereitet hat. Fiir das Pepsin und die anderen 
Proteinasen wird man wohl am ehesten die Annahme einer proteo- 
lytischen Wirkung als Auslésung der Gerinnung beibehalten. Beim 
Labenzym selbst ist eine solche Annahme aber keineswegs gesichert 
und nach den Uberlegungen, die zur Kritik der Versuche angestellt 
wurden, welche jene Annahme zu stiitzen schienen, geradezu unwahr- 
scheinlich. Wir miissen uns hier vorlaufig mit der Erkenntnis begniigen, 
daB ein chemischer Eingriff stattfindet, und kénnen iiber die Natur 
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dieses Eingriffs kaum Vermutungen anstellen. Nach der Meinung des 
Verfassers ist dem Problem einer genaueren Bestimmung der chemischen 
\Wirkungsweise der labenden Enzyme kaum durch fortgesetzte quanti- 
tative Verfolgung der Labungsreaktion beizukommen, sondern eher 
durch vergleichende Untersuchung der bei verschiedenen Labungs- 
prozessen gefallten Niederschlige. Eine solche Untersuchung ist geplant. 


Die im vorhergehenden angestellten Betrachtungen kénnen also 
so zusammengefaBt werden, daB die Ausfaillung des Calciumpara- 
caseinates aus calciumhaltigen Caseinlisungen als durch einen struktur- 
chemisch definierten Eingriff in das Caseinsystem ausgelést angesehen 
wird. Die Natur dieses Eingriffs ist von beschrinkter Spezifitat: Er 
kann proteolytischer Art sein, und diese Annahme ist fiir die durch 
proteolytische Enzyme bewirkte Labgerinnung wohl die wahrschein- 
lichste. Uber die Natur der chemischen Wirkung des eigentlichen 
Labenzyms kann vorlaufig noch nichts derartiges ausgesagt werden. 
Die durch den Angriff aller labenden Enzyme ausgeléste duBere 
Wirkung aber ist die gleiche, nimlich die Ausfallung des schwer- 
léslichen Caseinanteiles in einem in den Grundziigen immer gleichartig 
verlaufenden GerinnungsprozeB, und das auf Grund der dem Casein- 
komponentensystem eigenen Fahigkeit, auf verschiedene, aber ahnlich 
geartete Stérungen gleichartig zu reagieren. Es sind also die im 
Substrat priiformierten chemischen und kolloidalen Eigenschaften, die 
die Eigenheiten des Labungsprozesses bedingen. 


Zur Kritik einer Anschauungsweise wie der hier entwickelten muB 
vor allem gesagt werden, daB sie nicht Anspruch erheben kann, die einzige 
zu sein, die den vorliegenden Versuchsdaten gerecht zu werden vermag. 
Andere Erklirungsweisen der einzelnen zu beriicksichtigenden Phano- 
mene sind gut denkbar!, und es wird die Aufgabe kinftiger Bearbeitung 
sein, Versuchsresultate zu produzieren, die eindeutiger sind. Seine 
Berechtigung findet der vorliegende Versuch einer Hypothese iiber den 
enzymatischen Teil der Labwirkung aber nach der Meinung des Verfassers 
in der Notwendigkeit, die derzeit herrschenden Anschauungen iiber 
die Natur des Substrats einer Betrachtung tiber die Wirkungsweise 
des Enzyms zugrunde zu legen. Und da ist eben mit Casein als einheit- 
lichem Stoff, dessen einheitliche und durch die enzymatische Spezifitat 
bestimmte Umwandlung von vornherein gegeben sei, nicht mehr zu 
rechnen. Die Auffassung des Caseins als System verschiedener Kom- 
ponenten, die an die Stelle der alteren Anschauung getreten ist, wird sich 


1 Die Moglichkeit, z. B. die Sensibilisierung des Substrates beim Vor- 
warmen durch die Annahme einer der eigentlichen Enzymwirkung voran- 
gehenden Latenzperiode zu erklaren, wird im nachsten Unterabschnitt 
erwahnt werden. 
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hoffentlich auch in ihrer Anwendung auf die Wirkungsweise der labenden 
Enzyme fruchtbar erweisen. Und es ist, ausgehend von dieser Be 
trachtungsweise, der ProzeB der Labgerinnung recht leicht in Parallele 
zu setzen zu anderen biologischen Gerinnungserscheinungen, wie z. B 
der Koagulation einer Caseinlésung im Verlauf der Pepsinverdauung 
in stark saurem Medium, und vielleicht auch der Blutgerinnung. Beid 
Vorginge gehen in ahnlichen biologischen Gleichgewichtssystemen 
vor sich, und auch bei ihnen ist méglicherweise (sicher bei der Casein- 
verdauung) ein sehr geringer, chemisch kaum nachweisbarer Eingrif! 
hinreichend zur Auslésung der Reihe von kolloidalen Veranderungen, 
die der sichtbare Ausschlag des Prozesses sind und die durch ihre Ab- 
hingigkeit von allen méglichen physikalischen Faktoren in hohem 
MaBe den Einblick in die kleinen enzymatischen Wirkungen stéren, 
die ihnen zugrunde liegen. 

5. SchlieBlich seien noch einige Betrachtungen angestellt iiber 
die Schwierigkeiten, denen man bei Versuchen iiber quantitative Lab- 
bestimmung immer wieder begegnet und die in der eigenartigen Teilung 
des Labungsvorganges in zwei Phasen begriindet sind, deren eine die 
andere induziert. Der induzierte Vorgang, die Gerinnung, ist der 
gemessene, und da gerade er sehr empfindlich ist gegen alle méglichen 
aéuBeren Einfliisse, wird der RiickschluB auf die enzymatischen Ver- 
anderungen, die ihn ausgelést haben, erschwert. Der so allgemein 
giltige Satz z. B., daB das Produkt aus den Zeiten gleichen enzymati- 
schen Umsatzes und der Enzymkonzentration konstant sei, trifft fiir 
die Labwirkung nur in beschranktem MaBe zu. Ware man imstande, 
die direkte chemische Wirkung des Labenzyms zu messen, so ist anzu-, 
nehmen, daB man auch hier die Giiltigkeit des Satzes bestatigen kénnte ; 
darauf deuten z. B. die Versuche von EF. Fuld (27) hin, wenn sie auch 
in mancher Beziehung recht anfechtbar sind. Solange man aber ge- 
zwungen ist, die Gerinnung des Substrats, durch die die Labwirkung 
ja vorlaiufig definiert ist, als MaBstab fiir die Aktivitat und als Zeichen 
fiir die erfolgte Erreichung ,,gleicher enzymatischer Umsiatze“ zu 
benutzen, so findet man sehr widerstrebende Ergebnisse bei Unter- 
suchungen iiber die Konstanz jenes Produktes. [Literaturzusammen- 
stellungen bei Lenk (28), sowie Porcher (12).] Alle Méglichkeiten sind 
verwirklicht, das Produkt wachst oder nimmt ab mit steigender Lab- 
konzentration, oder es halt sich konstant, oder es fallt bei groBen Lab- 
konzentrationen, um mit zunehmender Verdiinnung wieder zu wachsen 
Ch. Porcher glaubt in einer der neuesten Zusammenfassungen tiber dieses 
und verwandte Probleme (12) aus der Literatur und eigenen Versuchen 
folgern zu kénnen, daB das Produkt konstant sei und scheinbare Ab- 
weichungen mit den Schwierigkeiten bei der Beurteilung des Gerinnungs- 
augenblicks zu erklaren seien. Auch in der eingangs zitierten Arbeit 
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von Christen und Virasoro wird das Problem behandelt und [wie schon 
seinerzeit von Liiers (5)| mit viskosimetrischer Methodik zu _ lésen 
versucht. Die beiden Autoren finden, daB das genannte Produkt bei 
Verwendung von Milch als Substrat mit steigender Enzymverdiinnung 
falle, bei Verwendung von Caseinlésungen dagegen steige. 

Kine Klarung dieser anscheinend so komplizierten Verhiltnisse 
ist durch Beriicksichtigung der Versuchstemperaturen und Versuchs- 
zeiten zu erreichen. 

a) Alle die Versuche, bei denen ein Anwachsen der Konzentrations- 
zeitprodukte mit der Labverdiinnung gefunden worden ist, wurden 
bei Temperaturen von oder iiber 35° und bei kleinen Labkonzentrationen, 
also groBen absoluten Versuchszeiten (30 Minuten und dariiber) aus- 
gefiihrt. Dies weist eindeutig auf Enzymdestruktion als Ursache der 
Erscheinung hin, wie schon van Dam (29) und Arrhenius (30) an- 
genommen haben. Dagegen zeigt sich die Abnahme des Produktes 
vor allem bei kurzen Versuchszeiten und besonders stark, wenn, wie 
bei meinen eigenen Versuchen, die Versuchstemperatur niedriger (25°) 
liegt. Wie groB bei untereinander etwa gleichen Versuchsze¢iten von 
etwa 4 bis 25 Minuten der EinfluB der Temperatur auf den Gang der 
,,.Konstanten” ist, mége der folgende Versuch zeigen. 

Versuch 9. An einem und demselben Substrat (0,6 ° , Casein, 0,007 42 mol. 
CaCl,, 0,01 mol. Phosphat, px 6,2) wurden am gleichen Tage die Ge- 
rinnungszeiten mit je vier verschiedenen Enzymverdiinnungen (Verhaltnis 
1:2:3:4) im Viskosimeter bei 25, 32 und 40° bestimmt. Die Gerinnungs- 
zeiten (Doppelbestimmungen) gibt Tabelle V. Wie man aus der Tabelle 
ersieht, sind die Enzymkonzentrationen so gewahlt worden, dab die 
kiirzesten absoluten Gerinnungszeiten recht nahe gleich waren. Die Versuche 
bei 32 und 40° wurden durch einmalige Wiederholung verifiziert. Der hier 
besonders interessierende Abfall des Produktes bei 25° wurde auBer an 
dem bei den obigen Versuchen verwendeten Labpraparat aus Kalbermagen 
noch an einem Pepsinpriparat von Merck (Peps. sol Ph. Brit. XIX) 
mehrfach konstatiert (vgl. Tabelle V1). 

Die Erklarung der Erscheinung ist naheliegend. Die Forderung 
nach Konstanz des Produktes c.t wird unter den Voraussetzungen 
aufgestellt, 1. daB das Ferment wahrend der Reaktion stabil sei, und 
2. daB die Geschwindigkeit der zweiten, nicht unmittelbar enzymatischen 
Phase des Prozesses groB sei gegeniiber der der ersten Phase. Die erste 
Voraussetzung ist, wie oben erwaihnt wurde, bei héheren Temperaturen 
nicht erfillt. Aber auch die zweite trifft nicht immer zu. Bei niedrigen 
Versuchstemperaturen -— also schon bei 25° —- und kurzen Versuchs- 
zeiten geht die Gerinnungsgeschwindigkeit in die gemessene Geschwindig- 
keit des Gesamtprozesses ein, und erst bei recht langen Versuchszeiten 
(bei denen aber die Bestimmung der Koagulationszeit sehr erschwert ist) 
kann sie vernachlassigt werden. Bei héheren Versuchstemperaturen 
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Tabelle V. 


Versuch 9. 








Konzen- 250 320 400 
trations- 
verhiltnis || —ti—“‘CéCS 2 ae Se ale Ec =—* : 
der Lab- Gerinnungs- eh Gerinnungs- * | Gerinnungs- oe 
lésungen Zeit in Sek. 4 zeit in Sek. A i zeit in Sek. : 
1 251 251 270 270 234 234 
246 246 277 277 218 218 
1/y 382 191 568 284 550 275 
388 194 555 278 555 278 
Ils 547 182 779 = 260 887 296 
531 177 — -- 872 291 
uM, 704 176 1020 255 1285 321 
687 172 1038 260 1320 330 


wird, teils durch die Erhéhung der temperaturabhangigen Gerinnungs- 
geschwindigkeit, teils durch die dann beginnende Enzymdestruktion 
dieser Effekt ausgeglichen und endlich tiberlagert, und es ergibt sich 
das in Tabelle V dargestellte Bild fiir den Gang der Konstanten, das, 
soweit dem Verfasser bekannt ist, auch mit allen Ergebnissen friiherer 
Bearbeiter widerspruchslos zusammenstimmt. Eine Konstanz von 
c.t ist nach diesen Uberlegungen jedenfalls a priori nicht zu erwarten; 
besonders bei den aus versuchtstechnischen Griinden bevorzugten 
kurzen Gerinnungszeiten werden Ergebnisse, die eine solche zu_be- 
stétigen scheinen, immer nur mehr oder weniger zufallig erhalten 
werden. Der Befund von Christen und Virasoro, die bei 35° unter sonst 
gleichen Verhaltnissen einen entgegengesetzten Gang des Produktes 
bei Milch und Caseinlésung finden, ware nach dieser Auffassung auf eine 
Stabilisierung des Fermentes in Milch, etwa durch spezielle Adsorptions- 
verhaltnisse oder auch einen substantiellen Stabilisator, zu erklaren. 


b) Dem hier gegebenen Erklarungsversuch liegt also die Annahme 
zugrunde, daB die zweite Phase des Labungsprozesses, die spontane 
Gerinnung des Paracaseins, mit einer Geschwindigkeit abliefe, die 
von derselben GréBenordnung sei, wie die der enzymatischen Phase 
des Prozesses, und daher nicht vernachlassigt werden diirfe. Es erhebt 
sich nun die Frage, ob sich irgendwelche weiteren Anhaltspunkte fiir 
diese Anschauung gewinnen lassen: ob man etwa imstande sei, sich 
einen Begriff von der zahlenmaBigen GréBe dieses fiir die Inkonstanz 
von ¢.t verantwortlich gemachten Faktors zu bilden. Versucht man, 
das Zahlenmaterial der Tabelle V (Versuch bei 25°) zu einer solchen 
Schitzung heranzuziehen, so ergibt sich folgendes. 


Die Mittel aus den Gerinnungszeiten bei den vier gepriiften Kon- 
zentrationen sind 248, 385, 539 und 695 Sekunden. Zerlegt man nun 
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versuchsweise den ProzeB in seine beiden hypothetischen Phasen, deren 
eine nach den oben ausgefiihrten Betrachtungen der Regel c. t k folgen 
sollte, und symbolisiert man den verzégernden EinfluB der anderen mit 2, 
ohne vorlaufig irgendwelche Annahmen iiber die reelle Bedeutung dieser 
GréBe zu machen, so erhalt man 

1 (248 — x) =k 

1/, (385 — x) =k 

1/, (539 — z) =k 

1/, (695 x) k 
also drei Paare von Gleichungen mit zwei Unbekannten. Sie ergeben fiir x 
die Werte 111, 103, 99, im Mittel 105 Sekunden. Mit diesem Mittel berechnet 
ergeben sich fiir k die Werte 143, 140, 145, 147, die also eine recht befriedi- 
gende Konstanz aufweisen. 

Die Giltigkeit der hiermit aufgefundenen Beziehung wurde an 
einigen weiteren Beispielen gepriift, und, wie Tabelle VI zeigt, recht 
gut bestatigt gefunden. Die Werte von k und namentlich von z variieren 
wohl nicht unbetrachtlich und zeigen auch Gang insofern, als x mit 
zunehmender Verdiinnung in der Mehrzahl der Falle wachst, was die 
Zulaissigkeit der Mittelung von x zweifellos in Frage stellt. Doch glaubt 
der Verfasser die Berechtigung der eingeschlagenen Vorgahgsweise 
daraus ableiten zu diirfen, daB es auf diese Weise gelingt, die groBen 
und systemlosen Variationen in den Gerinnungszeiten gleicher Substrat- 
lésungen mit gleichen Enzymmengen (32°% bei den Versuchen 13 
bis 17, s. Tabelle II) auf 12° in den Mittelwerten von k herunterzu- 
driicken. 

Tabelle VI. 











Kalberlab: Pepsin: 
Konzentration 1 = Stammlisung 1: 1000 Konzentration 1 = 0,02 °'» 
Ver- Konzen- ,... Ver- Konzen- q,.; 
cae cerned Gerinnungs- * einainn.! atione- Gerinnungs- e 
NN ¥ verbiltnis zeit in Sek. ‘ , NT verbaltnis zeit in Sek. " : 
1 203 164 | 1 427 161 
oll Ms 372 34 | 166 13 1, 596 =. 258 «1D 
) ie 710 34 | 168 \) oy, 879 276 153 
1/ OR Rk 
Ig 1280 49 155 | 1 390 158 
(| Ms 470 163 143/) 4%, 484 156 «161 
My ih 795 | 145 | 168 i oy, 777 «| «162 + «158 
1 ( : ) . - 
8 1450 143 163 i 248 167 
| 1 245 150 =15 Mfg 421 75 170 
2) Ms 390 100 | 148 Voy 730 87 162 
1) 7 58 
; 710 90 | 158 | , 380 171 
wi! , - , 16 Ig 565 199 177 
Fiir alle Versuche: Substrat 0,6°(, Casein, vA 856 994 161 
0,00742 mol. CaCly, 0,01 mol. Phosphat. 1 O84 ibl 
5cem Substrat + leem Enzymlosung. 47 if 443 125 155 
Temperatur 25°. pa — 6,2. i oy 709 =» «1388144 


* k berechnet mit Hilfe des Mittelwertes von rz. 
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Zu Tabelle VI ist folgendes zu bemerken: Die mit Kalberlab von 
Glad & Co. ausgefiihrten Versuche 10 bis 12 sind jene Bestimmungen, an 
denen der Gang des Produktes c .¢ zuerst aufgefunden worden war. Es ist 
bei diesen Versuchen kein besonderer Wert auf die genaue Bestimmung und 
Erhaltung der absoluten Enzymaktivitat gelegt worden, und die zahlen- 
maBige Ubereinstimmung des Mittelwertes von k bei den einzelnen Be 
stimmungsreihen ist nur insoweit nicht zufallig, als man bestrebt war, di: 
Gerinnungszeit innerhalb von bequemen Grenzen zu halten und daher zu 
den einzelnen Versuchen sehr nahe gleiche Enzymkonzentrationen wihlte. 
Dagegen sind die Versuche 13 bis 17 mit jedesmal sorgfaltig frisch be- 
reiteten Enzymlésungen angestellt worden, mit dem Ziel, die Reproduzier- 
harkeit der Gerinnungszeit zu priifen. Die Ubereinstimmung der k-Werte 
berechtigt hier also zu weiteren Schliissen. Die Versuche 13 bis 17 sind von 
Herrn Bent Andersen im Zuge anderer Arbeiten ausgefiihrt und dem Ver 
fasser freundlichst zur Publikation iiberlassen worden, wofiir auch hie: 
herzlich gedankt sei. 

Es ist also auf diese Weise méglich, aus den Gerinnungszeiten 
eine GréBe abzuleiten, die mit den Abweichungen von der geforderten 
Konstanz des Produktes aus Gerinnungszeit und Labkonzentration 
zusammenhangt. Was die reelle Bedeutung dieser vorliufig rein em- 
pirisch gefundenen GréBe x angeht, so sind vor allem zwei Méglich- 
keiten denkbar: 


1. Akzeptiert man die friiher entwickelte Vorstellung, daB der 
LabungsprozeB aus zwei parallel verlaufenden Vorgingen bestehe, deren 
einer enzymatischer Natur sei, der andere spontan verlaufend und von 
dem ersten induziert, und rechnet ein einfaches Modell eines solchen 
Paares von Vorgiangen durch, so erhalt man in der Tat eine Gleichung 
von der einfachen Form der zur Berechnung von x und k benutzten, 
vermehrt um ein additives, von der Gerinnungszeit abhangiges 
Zusatzglied, das nur wenige Prozent der GréBe von x ausmacht und 
vernachlassigt werden kann. Es wire also nach dem Ergebnis dieser 
Uberlegung, von deren ausfiihrlicher Wiedergabe hier der Raum- 
ersparnis halber abgesehen wird, denkbar, daB tatsachlich die schon 
seit so langer Zeit angenommene Existenz zweier miteinander ver- 
kniipften Vorgange sich in der Beziehung ausdriickt, die empirisch 
zur Bestimmung von x und k verwendet wurde. Man muB sich aber 
davor hiiten, diese Beziehung vorschnel! als Beweis fiir die zugrunde- 
gelegte Annahme anzusehen, denn es ist auch noch eine andere Erklirung 
denkbar, die sofort besprochen werden wird. 


Vorher ist noch eine Gruppe von Versuchsresultaten zu erwiihnen, die 
ebenfalls als experimentelle Stiitze der erwihnten Anschauung betrachtet 
werden kann. Es handelt sich um die schon friiher (S. 176) beriihrten 
Versuche Ivar Bangs (10), deren quantitative Nachpriifung von mir versucht 
wurde, in der Hoffnung, daraus ersehen zu kénnen, ob es sich bei der Ge- 
schwindigkeit einer durch verzégerten Chlorcalciumzusatz vom Gesamt- 
ablauf der Reaktion gesonderten Gerinnung um Werte handelt, die in 
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hrer GréBe ungefahr mit den rechnerisch fiir # gefundenen zusammen- 
passen. Die experimentel]l auch nur einigermafen betriedigende Durch- 
fiihrung einer derartigen Bestimmung ist aus naheliegenden Griinden kaum 
zu erreichen, und der Verfasser méchte dem Ergebnis des folgenden Versuchs 
daher auch kein groBes Gewicht beilegen. Immerhin zeigt er rein gréBen- 
ordnungsmaBig die ungefahre Ubereinstimmung der Gerinnungszeit nach 
verzégertem Chlorcalciumzusatz mit dem aus den Versuchen 13 bis 17 
berechneten Wert fiir x bei denselben Enzymkonzentrationen. 

Versuch 18. Enzymlésungen wie bei den Versuchen 13 bis 17. Substrat: 
Dieselben Casein- und Phosphatmengen wie beim Standardsubstrat wurden 
auf */; von dessen Volumen verdiinnt unter Zusatz von #/,; der tiblichen 
CaCl,-Menge. Je 4 cem dieses Substrats (vorgewirmt auf 25°) wurden mit 
lLcem Enzymlésung (dieselben Verdiinnungen wie bei den Vergleichs- 
versuchen 13 bis 17) in einem Schenkel des Zweischenkelrohres vermischt, 
dessen anderer Schenkel die restlichen °/; vom CaCl,-Gehalt des Standard- 
substrats in 1 cem Wasser enthielt. Nachdem die Mischung durch k bzw. 
2 k und 4 k Sekunden bei 25° gehalten worden war (160, 310, 640 Sekunden), 
wurde sie mit dem restlichen Chlorealcium vermischt, und es ergab sich so 
die gleiche Endkonzentration aller Bestandteile wie bei den Vergleichs- 
lésungen. Sodann wurden in iiblicher Weise 2 cem des Gemisches in das 
Viskosimeter pipettiert. Die Gerinnungszeiten nach dem Ca(Cl,-Zusatz 
waren fiir die drei gemessenen Verdiinnungen (Verhaltnis 1: 1/,: 1/4) 195, 
210 und 200 bis 230 Sekunden. Die Gerinnung erfolgte nicht in ganz so 
gut meBbarer Weise wie bei den Vergleichslésungen und ist besonders bei 
der gr6Bten Verdiinnung recht undeutlich. 

2. Die andere Erklarungsméglichkeit ist die, daB die Labwirkung 
erst nach einer gewissen Latenzzeit (die irgendeinem uns unbekannten 
einleitenden Vorgang am Substrat entspriche) beginnt und dann 
homogen als normale enzymatische Reaktion ablauft. In diesem Falle 
wirde sich die oben gefundene Gleichung fiir die Beziehung zwischen 
Gerinnungszeit und Enzymkonzentration ohne weiteres aus der Natur 
des Vorgangs ergeben. Als Stiitze dieser letzteren Annahme kénnten 
die Resultate der Versuche 1 und 2 iiber Sensibilisierung der Substrat- 
losung durch Vorwairmen angesehen werden. Die Sensibilisierung 
ware in diesem Falle nichts anderes als eine Vorwegnahme der waihrend 
der Latenzperiode eintretenden Substratveranderung. 

Ein Versuch iiber den Zusammenhang der GréBe « mit dem Sensibili- 
sierungsphinomen scheint diese Vermutung zu erhirten. Doch méchte 
ich nicht unterlassen, darauf aufmerksam zu machen, dai die Deutung 
auch dieses Versuchs ebensogut von dem ersten der beiden hier zur 
Diskussion stehenden Standpunkte aus erfolgen kann. Es handelt sich um 
eine Bestimmung der Variation der GréBe von x, die durch Vorwirmen 
bewirkt wird. Nach den Gedankengiingen, die zur Erklarung der Inkonstanz 
des Produktes ¢.¢ benutzt wurden, war ja zu erwarten, daf} die durch 
Vorwarmung bewirkte Sensibilisierung eines Substrats sich vor allem in 
einer Verminderung der GréBe x zu erkennen geben wiirde, gleichgiiltig, 
ob diese GréBe ein Symbol fiir eine der eigentlichen Enzymwirkung voran- 
gehende Latenzzeit oder einen ihr folgenden selbstandigen Ausfallungs- 
vorgang ist. ‘Tatsaéchlich zeigte sich, daB x2 durch maéBige Vorwarmung 
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nahezu auf Null reduziert wird, die Gerinnungszeiten einer solchen Lésung 
also direkt der Regel c.t = k entsprechen. 


Versuch 19. Substrat: 0,06°(, Casein, 0,00689 mol. CaCl,, 0,01 mol. 
Phosphat. Enzym: Kalberlab verdiinnt 1: 1000, 1: 2000, 1: 4000, 1: 8000. 
Versuchsausfiihrung wie bei den Versuchen 1 und 2. Vorwarmungszcit 
30 Minuten bei 40°. Versuchsresultat Tabelle VII. 


Tabelle VII. 
Versuch 19. 





Konzen- Nicht vorgew&rmt Vorgewarmt 

trations. Gerteaangeectt| |, |@atanenguecul|! 

, { re ‘4. B 7 1 SZ 

ae in Sek. ° k in Sek. 5 & 
1 480 300 208 206 
a 810 150 315 411 5 205 
1/, 1370 183 298 898 8 202 
MW, 2410 204 279 1700 — 8 212 


Welche der beiden Annahmen, die eines verzigernden Gerinnungs- 
vorganges nach der Enzymwirkung, oder die einer dieser vorangehenden 
Latenzperiode, besser den tatsichlichen Verhiltnissen bei der Lab- 
gerinnung entspricht, ist auf Grund des vorliegenden Versuchsmaterials 
nicht zu entscheiden. Formal fiihren beide zu dem experimentell 
realisierten Ergebnis, und es wird Aufgabe der weiteren Bearbeitung 
des Problems sein, hier eine Entscheidung zu treffen. 


c) Wenn somit die empirisch gefundene Beziehung, die zur Be- 
stimmung von x und & gefiihrt hat, vorlaufig nur in beschrinktem 
MaBe zur Aufklirung des eigentlichen Gerinnungsvorganges beitragt, 
so erhofft sich der Verfasser doch in anderer Beziehung Nutzen von der 
Bestimmung der beiden GréBen. Es scheint namlich, als ob die GréBe k 
~~ deren reelle Bedeutung natiirlich unsicher bleibt, solange die von x 
es ist — einen Ersatz fiir die mangelnde Reproduzierbarkeit der direkt 
gefundenen Gerinnungszeiten mit gleichen Enzym- und Substrat- 
lésungen bieten kénnte. In den Versuchen 13 bis 17 ist k trotz groBer 
Verschiedenheit der Gerinnungszeiten und damit der jeweiligen Werte 
von zx recht konstant, und diese Konstanz wird sich beim naheren 
Studium der hierzu einzuhaltenden Versuchsbedingungen vielleicht 
noch erhéhen lassen. Es mangelt bisher an der Méglichkeit, die Lab- 
wirkung mit einem objektiven MaB zu messen -—- ein Umstand, der 
nach allem in dieser Abhandlung mitgeteilten nicht wundernehmen 
kann. Der Verfasser hofft nun, daB die Bestimmung von k an Sub- 
straten von der Art des hier angegebenen eine Méglichkeit zu der lang- 
gesuchten quantitativen Definition der Labwirkung geben wird. Es 
sei versuchsweise vorgeschlagen, als Einheit der Labmenge jene Menge 
zu definieren, die irgendeinem praktischen k-Wert entspricht, z. B. 
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i = 100 Sekunden unter passenden Versuchsbedingungen. Nimmt 
man beispielsweise die bei den Versuchen 13 bis 17 eingehaltenen Be- 
dingungen (5 ccm Substrat + 1 cem Enzymlésung; pa = 6,2; 25°) als 
passend an, so ergibt sich fiir k ein Mittelwert von 160 Sekunden, 
was fiir leem der konzentriertesten verwendeten Enzymlésung 
100/160 = 0,625 Labeinheiten ergeben wiirde. Das zu den Versuchen 
verwendete Enzympraparat wiirde somit nach dieser Bezeichnungs- 
weise 3,13 Labeinheiten im Milligramm enthalten. 

Der Verfasser ist sich dessen bewuBt, daB das hier beigebrachte 
Versuchsmaterial noch nicht ausreichend ist, um ihn zu anderem zu 
berechtigen, als den Vorschlag einer derartigen Definition der Lab- 
wirkung vorliufig zur Diskussion zu stellen. Auch ist die Bestimmung 
von k nicht gerade bequem. Sie erfordert mindestens zwei, besser 
mehrere Messungen bei verschiedenen Konzentrationen. Wenn sie 
sich aber in Zukunft als Mittel erweisen sollte, das von den Zufillig- 
keiten in der Beschaffenheit der einzelnen Substratlésungen unabhangig 
macht, so wiirde es jedenfalls bei Untersuchungen, die einige Genauigkeit 


voraussetzen, das Arbeiten trotz allem erleichtern. 
| 


Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde durch ein Stipendium des Rask- 
Orstedfonds erméglicht. Der Verfasser dankt hierfiir der Verwaltung des 
Fonds, sowie vor allem Herrn Prof. Dr. S. P. L. Serensen fiir dessen stete 
ereitschatt zu Rat und Hilfe. 


Nach dem AbschluB der Versuche, die zur Erweiterung der hier mit- 
geteilten Resultate noch geplant sind, wird eine zusammenfassende Publika- 
tion in den ,,Comptes rendus du Laboratoire Carlsberg** erscheinen. 


D. Zusammenfassung. 


1. Es wird eine viskosimetrische Methode zur Bestimmung der 
Gerinnungszeit gelabter Caseinlésungen beschrieben. 


2. Versuche iiber die Darstellung von calciumhaltigen ‘Casein- 
losungen und deren Brauchbarkeit als Standardsubstrat werden mit- 
geteilt und diskutiert. 


3. Eine wihrend der Labkoagulation unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen eintretende proteolytische Spaltung wird nachgewiesen 
und die Bedeutung dieses Nachweises diskutiert. 


4. Es wird eine Hypothese iiber die Wirkungsweise der labenden 
Enzyme mitgeteilt, die sich auf eigene Versuchsresultate und die 
neueren Anschauungen iiber den Aufbau des Caseins (speziell die 
Arbeiten Linderstram-Langs) stiitzt. 

5. Die Konstanz des Produktes aus Gerinnungszeit und Enzym- 
konzentration, tiber die sich in der Literatur widersprechende Angaben 
finden, wird gepriift. Es wird gezeigt, daB diese Konstanz von den 
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Versuchsbedingungen abhangig und im allgemeinen nicht zu erwarten 
ist, vor allem nicht bei Versuchstemperaturen, bei denen das Enzym 
stabil ist. 

6. Es werden einige Versuche und Betrachtungen iiber diesen 
Sachverhalt angestellt und eine rechnerisch aus den Gerinnungszeiten 
abgeleitete GréBe als Ersatz fiir das Produkt aus Gerinnungszeit und 
Enzymkonzentration angegeben. Eine auf die Bestimmung diese: 
GréBe gegriindete Definition der Einheit der Labwirkung wird vor- 
geschlagen. 
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Versuche iiber die Einwirkung 
des Wachstumshormons auf die Maus. 


Von 
Fritz Wadehn. 


(Aus dem Laboratorium der Inneren Abteilung des Stad.ischen Kranken- 
hauses zu Danzig.) 


(Eingegangen am 10. September 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1921 stellten Evans und Long! fest, daB Injektionen 
einer Emulsion des Vorderlappens der Hypophyse in physiologischer 
Kochsalzlésung bei Ratten Wachstumsbeschleunigung und, bei monate- 
langer Zufiihrung der Emulsion, Riesenwuchs erzeugten. 3 Jahre spater 
fiihrte Evans? den fiir diesen Wachstumseffekt verantwortlichen Wirk- 
stoff in wasserige Lésung iiber. Diese Wasserléslichmachung geschah 
durch Extraktion des fein zermahlenen Vorderlappengewebes mit 
verdiinnter Natronlauge, Abtrennung des Ungelésten und Neutralisation 
des alkalischen Auszuges. Dieser nach Evans hergestellte Extrakt 
bildete das Ausgangsmaterial bei allen weiteren Reinigungsversuchen 
fiir das Hormon und war bei der Feststellung der physiologischen 
Wirkungsweise des Wachstumshormons das fast auschlieBlich benutzte 
Praparat. 

Die Chemie des Wachstumshormons ist bisher nur wenig erforscht. 
Das Hormon diirfte den EiweifBstoffen nahestehen; es ist nicht dialysabel 
durch Pergament oder Kollodium. Es wird durch Kochen zerstért, durch 
Erhitzen auf 60° geschadigt. Das Wachstumshormon ‘st sehr empfindlich 
gegeniiber chemischen Einwirkungen, besonders gegeniiber Séuren und 
wird bereits durch Ausfallen mit Alkohol zerstért. Die Sterilerhaltung 
von Lésungen des Wachstumshormons bietet gewisse Schwierigkeiten, da 
die meisten Sterilisationsmittel, z.B. Formaldehyd und die Phenole in- 
aktivierend wirken. Bei Zusatz von 1'/,°,, Natriumbenzoat halten sich die 
auf Eis gestellten Lésungen ohne weitere VorsichtsmaBnahmen 1 bis 
2 Wochen lang. 


1 Evans u. Long, Anat. Rec. 21. 62, 1921. 
2 Evans, Harvey Lectures, Lippincot, Phila. 1924. 
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Die Isolierung des Wachstumshormons aus der nach Evans erhaltenen 
Vorschrift hat bislang nur geringe Fortschritte gemacht. Die Reindarstellung 
ist noch sehr weit von ihrem Ziel entfernt. Die heute herstellbaren wirk- 
samen Lésungen enthalten 0,1 bis 1°,, Trockensubstanz, in der das 
Hormon selbst nur einen winzigen Bruchteil des Gesamtgewichts aus- 
machen diirfte. 

Bei der Weiterverarbeitung der Hormoniésung von Evans haben bisher 
nur zwei Operationen Bedeutung erlangt, néimlich die Aussalzung des 
Hormons mit Natriumsulfat und seine Ausfallung durch Einregulierung 
der pu-Zahl. Nach Putnam, Teel und Benedict! und Teel* wird die nach 
Evans erhaltene Lésung auf 35° erwirmt und mit 20 g Natriumsultat auf 
100 cem Lésung versetzt. Es werden dadurch eiweiBaihnliche Stoffe und 
mit ihnen ein erheblicher Teil des Hormons ausgefallt. Die Ausfallung ist 
sehr fein dispers, so daB eine glatte Abtrennung des Niederschlags nur durch 
Zentritugieren bei sehr hoher Tourenzahl méglich ist. Der Niederschlag 
wird in verdiinntem Alkali aufgenommen. Die entstehende Lésung wird 
nach der Neutralisation dem Versuchstier intraperitoneal injiziert. Die 
Reinigung des Hormons durch Einstellung der Hormonlésung auf be- 
stimmte px-Zahlen ist von verschiedenen Seiten benutzt worden. Es ist 
auf diesem Wege leider nicht méglich, das Hormon in ahnlich weitgehender 
Weise von den Verunreinigungen zu befreien, wie es z. B. beim Insulin der 
Fall ist. Das Wachstumshormon fallt iiber einen verhaltnismaBig weiten 
pu-Bereich zusammen mit Eiwei®stoffen aus. py-Zahlen, bei denen nur 
das Hormon oder nur Ballaststoffe ausfallen, konnten nicht aufgefunden 
werden. Van Dyke und Wallen-Lawrence*® siuern die Hormonlésung auf 
pu = 4,75 an, trennen den ausfallenden Niederschlag von der Lésung und 
bringen die Lésung rasch wieder in die neutrale Zone. Der gréBere Teil 
des Hormons bleibt dabei in der Lésung, ein erheblicher Anteil fallt aber 
mit dem entstehenden Niederschlag aus. 


Wir verwenden seit lingerer Zeit eine bereits an anderer Stelle 
beschriebene Methode, die darauf beruht, daB der gréBte Teil des 
Wachstumshormons bei der Einstellung der Lésung auf py = 4,2 
zusammen mit Eiwei®kérpern aus der Lésung ausfallt und dadurch 
von'den zahlreichen in der Lésung bleibenden Stoffen abgetrennt wird. 
Die ausfallenden Bestandteile werden durch kurzes Schleudern leicht 
von der Léisung befreit und mit 1 %iger Bicarbonatlésung behandelt. 
Das Hormon lést sich in der Bicarbonatlésung, wihrend ein erheblicher 
Teil der mitausgefallenen Ballaststoffe ungelést bleibt. Diese einfache 
Methode erméglicht eine so weitgehende Reinigung des Hormons, 
daB selbst die monatelange Durchfiihrung von subcutanen Injektionen 
vom Tier ohne Reizwirkung vertragen wird. Eine Schidigung des 
Hormons tritt bei der zur Fillung benutzten pxy-Zahl —- wenigstens 
innerhalb der zur Ausfiihrung dieser einfachen Operation notwendigen 


1 Putnam, Teel u. Benedict, Amer. J. of physiol. 84, 157, 1928. 

2 Teel, Science 69, 405. 

8 Van Dyke u. Wallen Lawrence, Bull. Sciences pharmacol. 40. 
413, 1930. 
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Zeit —- nicht ein. Die Méglichkeit, das Hormon von seiner Lésung in 
dieser bequemen Weise abzutrennen, erleichtert die Durchfiihrung 
weiterer ReinigungsmaBnahmen. 

Die Verteilung des Hormons auf Niederschlag und Lésung bei der 
\usfaillung bei bestimmten py-Zahlen ist abhingig von der Natur der 
Begleitstoffe, insbesondere ist sie abhingig von der Gegenwart von 
Elektrolyten. Das wechselnde Verhalten des Hormons bei der Aus- 
fallung je nach der Art und Zahl der anwesenden Elektrolyten fiihrte 
uns dazu, elektrolytfrei dialysierte Lésungen fiir die Durchfiihrung 
unserer Ausfallungen zu benutzen. Die Verwendung elektrolytfreier 
Lésungen bietet den Vorteil, daB unter diesen leicht und genau re- 
produzierbaren Bedingungen, die bei den einzelnen py-Zahlen auf- 
tretenden Niederschlige das Hormon und die Ballaststoffe stets im 
gleichen Mischungsverhaltnis enthalten. Auch unter diesen Bedingungen 
fillt das Hormon nicht scharf, sondern innerhalb eines weiten pa-Be- 
reiches streuend aus. Dieses eigentiimliche Verhalten l4Bt vielleicht 
folgende Vermutungen iiber den Aufbau des Wachstumshormons zu: 
Einmal ware es denkbar, daB im Vorderlappen der Hypophyse eine Reihe 
von wachstumsférdernden Stoffen gebildet wird, die nahe verwandt 
sind, sich aber bemerkbar in ihrer Ausfallbarkeit durch Siuren unter- 
scheiden, oder aber, und dieses ist das wahrscheinlichere, wire anzu- 
nehmen, daB der wachstumssteigernde Faktor stets derselbe ist, aber 
innerhalb der bei verschiedenen py-Zahlen ausfallenden Komplexe 
nur eine Gruppe ausmacht, die die Fallbarkeit des ganzen Komplexes 
nicht oder nicht vdéllig bestimmt. Die mit der eigentlichen aktiven 
Gruppe verbundenen Komplexe waren in ihrer Zusammensetzung 
Schwankungen unterworfen, die zumindest die Zah] der freien Carboxy]- 
und NH, Gruppen betreffen. Der Ausfallungspunkt der einzelnen Mole- 
kiile des Wachstumshormons wire also verschieden nach der Anzahl 
der sauren und basischen Gruppen der in ihnen mit der Wachstums- 
komponente verbundenen Komplexe. 


Wir haben als Ausgangsmaterial zur Herstellung der Lésung nach 
Evans nicht frische Hypophysen, sondern Hypophysenvorderlappen- 
Trockenpulver benutzt. Trockenpulver, das sich unbeschrankte Zeit 
halt, hat eine Reihe selbstverstandlicher Vorziige vor der Verwendung 
von frischen Driisen. Wir verwandten zu unseren Versuchen das Vorder- 
lappenpulver der Chemischen Fabrik Dr.Ing. Robert Heisler, 
Chrast/Chrudim, das uns diese Fabrik sehr dankenswerterweise iiberlieB. 
Der Vergleich der Aktivitét unserer mit diesem Trockenpulver be- 
reiteten Priparate mit den in der Literatur vorliegenden Angaben 
iiber Praparate aus frischer Hypophyse erweisen, daB die vorsichtige 
Bereitung des Trockenpulvers einen nennenswerten Aktivitatsverlust 
nicht mit sich bringt. 
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Als Testobjekt zur Auswertung des Wachstumshormons empfehlen 
Evans und Simpson! weibliche Ratten im Alter von 5 bis 11 Monaten; 
minnliche Ratten wachsen nicht so schnell wie weibliche Tiere. Die Tiere 
werden in Abstanden von je 5 Tagen gewogen und sollen, um brauchbar zu 
sein, maximal in 20 Tagen nicht mehr als um 10 g zunehmen. Die Hormon 
zufiihrung dauert 20 Tage, woraut dann der Gewichtsgewinn festgeste!|t 
wird. Nach van Dyke und Wallen-Lawrence® eignen sich hypophysektomiert 
Ratten am besten fiir Testzwecke des von ihnen ,,Phyon*‘ genannten Wachs 
tumshormons. Die Wachstumssteigerung ist bereits nach dreitigiger Zu 
fiihrung des Hormons eindeutig. Der von van Dyke und Wallen-Lawrenc: 
angegebene Test empfiehlt sich durch die Raschheit seiner Ausfiihrung. 
Simon und Binder*® haben mit ihm gute Erfahrungen gemacht. Leider ist 
die Hypophysektomie eine schwierige und nur mit besonderen Hilfsmitteln 
ausfiihrbare Operation. Wir haben daher die Maus auf ihre Eignung fiir den 
Wachstumstest gepriift und fanden, da sie bereits im 6-Tage-Versuch 
einwandfreie, fiir die Auswertung geeignete Gewichtssteigerungen gibt. 

Zur Auswertung der im Arbeitsgang erhaltenen Hormonfraktionen 
dienten uns mannliche weiBe Miause von 21 bis 25g Gewicht. Die Tiere 
werden unter stets gleichen Bedingungen gehalten. Das Futter besteht aus 
Gerste, getrocknetem Brot, gekochter Kartoffel und Milch.  Fiitterung 
und Wagung finden stets zur gleichen Tageszeit statt. Die Wagung geht 
der Fiitterung kurz voraus. Zum Versuch werden die zu injizierenden 
Tiere, mindestens drei fiir jede Fraktion, mit den Kontrollen vereint. Nach 
einigen Tagen der Eingewohnung findet die erste Wagung, auf 0,1 g genau, 
statt. Vor jeder Wagung ist die Blase auszudriicken. Der Blaseninhalt 
kann gelegentlich 1g betragen. In Abstinden von 3 Tagen wird erneut 
gewogen. Verandert sich das Durchschnittsgewicht der Tiere jeder Gruppe 
in mindestens drei Wiagungen, also in 6 Tagen, um nicht mehr als 0,4 g, 
so sind sie tiir den Versuch eingestellt. Die zu priifende Dosis wird in 6 Tagen 
bei taglich einmaliger Injektion verabfolgt. Die injizierte Fliissigkeitsmenge 
soll 1/,ccm nicht iibersteigen. Am siebenten, achten und neunten Tage 
wird erneut gewogen. Der Versuch ist positiv zu bewerten, wenn der durch- 
schnittliche Gewichtsanstieg der Versuchstiere 2g oder mehr _ betrigt. 

Die eigentiimliche Beeinflussung des Kérperwachstums durch Extrakte 
aus dem Vorderlappen der Hypophyse ist bereits mehrfach Anlaf zu physio- 
logischen Untersuchungen gewesen. Am eingehendsten waren die Versuche 
von Teel und Cushing’ an Hunden und Ratten. Einige Stunden nach 
Injektion des Wachstumshormons kommt es beim Hund zu einer fast 
einen ganzen Tag lang anhaltenden Senkung des Reststickstoffs im Blute. 
Es sind dabei Harnstoff-N, Aminosiure-N und der unbestimmte Nin 
gleicher Weise betroffen. Die Senkung betraigt durchschnittlich 20 bis 
30°... Es ist wahrscheinlich, daB der aus dem Blute verschwindende Stick 
stoff in den Geweben gestapelt wird und dort das Baumaterial fiir das ein 
setzende Wachstum abgibt. Die Stickstoffbilanz ist jedenfalls in langeren 
Versuchsperioden positiv. Die Phosphorséiure verschwindet fast géanzlich 
aus dem Harn; der Calciumstoffwechsel ist wenigstens in den ersten Tagen 
negativ. Bei ausreichend langer Zufiihrung des Hormons kommt es zu 


1 Evans u. Simpson, Amer. J. of Physiol 98, 511, 1931. 

2 A.a. O. 

3 Simon u. Binder, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 165, 121, 1932. 
4 Teel u. Cushing, Endocrinology 14, 157, 1930. 
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Erscheinungen wie bei der Akromegalie. Das Skelett ist stark hypertrophisch ; 
die Kiefern sind besonders stark entwickelt. Wie bei der Akromegalie 
ind alle Organe des Verdauungsapparates tibermaBig entwickelt, besonders 
die Leber. Eine gleiche Hypertrophie findet sich bei der Schilddriise, den 
Vieren und Nebennieren und dem Herzen. Der weibliche Genitaltrakt ist 
vsonders stark hypertrophisch; beim Mannchen bleiben die Hoden klein; 
bei beiden Geschlechtern war die Fortpflanzungsfihigkeit erheblich ge- 
hemmt. Uber eine Analyse der Knochen wird nicht berichtet. Gasstoff- 
wechselversuche an Riesenratten ergaben eine erhebliche Verminderung 
des Gasstoffwechsels, und zwar im Durchschnitt um 13°. Nach Downs und 
(eiling’ iiben Vorderlappenextrakte einen starken Einflu8 auf den Wasser- 
haushalt aus. Die mit den am besten wirksamen Alkaliextrakten injizierten 
Ratten nahmen nur dann starker zu als Kontrollen, wenn ihnen ausreichend 
Wasser zur Verfiigung stand. Fliissigkeitsentzug reduzierte das Gewicht 
innerhalb kurzer Zeit auf den Durchschnitt der Kontrollen. Die Analyse 
ergab, daB die Wachstumstiere 6 bis 8°, mehr Wasser und 3°, weniger 
Asche enthielten als die Kontrollen. Schdfer*® arbeitete mit kastrierten und 
nicht kastrierten mannlichen und weiblichen Ratten. Nach seinen Ver- 
suchen nahmen kastrierte Ratten unter der Einwirkung der injizierten 
Priparate nicht schneller an Gewicht zu als Kontrollen, wurden aber fett- 
reicher. Umgekehrt war das Verhalten der nicht kastrierten Tiere, die 
schwerer, aber fettarmer wurden als die Vergleichstiere. Bei den Riesen- 
ratten von Evans hatte das Mehrgewicht zu einem erheblichen Teil aus 
Fett bestanden. 


Wir beabsichtigten, die Frage iiber den EinfluB des Wachstums- 
hormons auf den Organismus erneut aufzunehmen. Als Versuchstier 
sollte die Maus dienen. Angaben iiber die Wirkung des Wachstums- 
hormons auf diese Tierart liegen noch nicht vor. Fiir die Analyse, 
die das ganze Tier betreffen sollte, erschien die Maus auch wegen ihrer 
Kleinheit am geeignetsten. Es sollten drei Fragestellungen gepriift 
werden: Einflu8 des Wachstumshormons 1. auf den Fett- und Wasser- 
gehalt des gesamten Tieres; 2. auf den Aschegehalt und auf die Mineral- 
zusammensetzung des Tieres, soweit sie Calcium und Phosphorséure 
betrifft und 3. auf die GréBe der einzelnen Organe, soweit diese bei der 
Maus in einfacher Weise zu messen sind. Die Sexualorgane wurden 
nicht in den Kreis der Beobachtungen gezogen, da mit einem wechselnden 
Gehalt der Hormonpraparate an Vorderlappensexualhormon gerechnet 
werden muBte. 


Im Folgenden soll kurz der Verlauf einer der Versuchsserien beschrieben 
werden: es wurden zehn mannliche junge Mause vereint, von denen die 
eine Halfte taglich mit einem wirksamen Priparat des Wachstumshormons 
injiziert wurde und die andere Halfte unbehandelt blieb. Die iiber 3 Monate 
dauernde Injektionsserie wurde von den Tieren vortrefflich vertragen. Das 
Durchschnittsgewicht der Kontrollen betrug am 15. Oktober, dem Tage 
des Versuchsbeginns, 16,2 g. Das schwerste Tier wog 18,5 g, das leichteste 


1 Downs u. Geiling, Proce. Soc. exp. Biol. Med. 27, 490, 1930. 
2 Schafer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 160, 628. 
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13,.9g. Das Durchschnittsgewicht der Versuchstiere betrug 14,8 g, das 
schwerste Tier wog 16,5 g, das leichteste 11,5 g. Die Kontrollen waren 
also etwas schwerer als die Versuchstiere. Nach 14 Tagen, am 29. Oktober, 
war das Durchschnittsgewicht in beiden Gruppen bereits gleich geworden 
und betrug 18,3 g. Das schwerste Vergleichstier wog 21,1 g, das schwerst« 
Versuchstier 25,5 g, das leichteste Vergleichstier 16,7 g, das leichtetste 
Versuchstier 14,0 g. Das Héchstgewicht erreichten die Tiere am 25. De 
zember mit dem Durchschnittsgewicht der Kontrollen von 22,6 g und der 
Versuchstiere von 30,0 g. Leider muBte aus duBeren Griinden der Extrakt 
vom 2. bis 4. Januar abgesetzt werden, wonach die Versuchstiere einen 
kleinen Gewichtssturz erlitten, der bis zur Beendigung des Versuchs, an. 
11. Januar, nicht mehr voll ausgeglichen wurde. In der Zeit vom 15. No 
vember bis zum I1. Januar waren die unter normalen Bedingungen heran- 
wachsenden Miuse insgesamt um rund 30g, die mit dem Vorderlappen 
extrakt gespritzten Tiere insgesamt um 72 g schwerer geworden, d.h. die 
Kontrollen hatten ihr Gewicht in dieser Zeit um 37°,, die Versuchstiere 

aber ihr Gewicht um rund 100° 





160 - vermehrt. Ihre Gewichtszu- 
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die Tiere auf gewogenen Glas- 
platten zerlegt und die Organ- 
gewichte mit der Torsions- 
schnellwaage ermittelt. Zur 
Bestimmung des Trockenge- 
wichtes wurde das zerlegte Tier 
auf der Glasplatte bei 105° bis zur Gewichtskonstanz erhitzt. Die Organe 
und Muskulatur wurden danach fein zerstoBen und gemeinsam mit dem 
Skelett 12 Stunden im Sozhlet mit Chloroform ausgezogen, erneut zerrieben 
und wieder 12 Stunden mit Chloroform extrahiert. Der Riickstand vom 
Chloroform ergab uns nach zweistiindigem Erhitzen auf 100° den Fett- 
gehalt, der jedenfalls fiir Vergleichsversuche auf diese Weise genau genug 
bestimmt war. Die entfettete Kérpermasse wurde Skelett und Rest- 
masse fiir sich — im Quarztiegel verascht. Die Asche wurde in Salzséure 
aufgenommen, die Kieselsiure durch mehrfaches Einengen mit Salzsaure 
unléslich gemacht und die filtrierte Lésung auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefiillt. Um eine geniigende Anzahl von Parallelversuchen durchfiihren 
zu kénnen, wurden in dieser Serie die vereinten Skelettaschen der fiinf Tiere 
gemeinsam verarbeitet, ebenso wurden auch die fiinf Restaschen gemeinsam 
verarbeitet. In anderen Versuchsserien wurden fiir jedes Tier die Calcium- 
und Phosphorbestimmungen einzeln ausgefiihrt. 


Abb. 1. 
Gewichte von fiinf mit Wachstumshorinon 
behandelten Tieren. 
-——-- Gewichte von fiinf Kontrollen. 





Zur Bestimmung der Phosphorséiure wurde ein aliquoter Teil der zu 
untersuchenden Lésung nach Zusatz von Ammoniumnitrat und Salpeter- 
sdure in der Siedehitze mit Ammoniummolybdatlésung versetzt, das aus- 
fallende Phosphormolybdat abfiltriert, gewaschen, in Ammoniak geldst 
und zur ammoniakalischen Lésung in der iiblichen Weise Magnesiamixtu! 
zugegeben. Der ausfallende Niederschlag wurde auf Papierfilter gesammelt. 
im Rése-Ofen weibgegliiht und als Magnesiumpyrophosphat gewogen. Di: 
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alciumbestimmung wurde so ausgefiihrt, daB aus der schwach essigsauren, 

\it viel Ammonacetat versetzten Lésung die Phosphate mit Eisenchlorid in 
der Hitze niedergeschlagen und im eisen- und phosphatfreien Filtrat das 
alcium als Oxalat gefallt wurde. Der in Wasser suspendierte Niederschlag 
wurde nach Zugabe von Schwefelsiure mit n/100 Permanganatlésung 
titriert. Die Ubereinstimmung der stets durchgefiihrten drei Parallel- 
versuche war eine gute. In den Tabellen I und II finden sich unter den 
Nummern | bis 5 die Analysenwerte der beiden Gruppen und die aus ihnen 
errechneten prozentischen Werte fiir Fett, Trockensubstanz, fettfreie 
Troekensubstanz und Asche in fettfreier Trockensubstanz. Die Tiere Nr. 6 
bis 11 bzw. Nr. 6 bis 13 entstammen Versuchsreihen ahnlicher Anordnung. 
In der Tabelle III sind die Mittelwerte, die Streuung und der mittlere 
Fehler zusammengestellt. 

Aus den ermittelten analytischen Daten geht einwandfrei hervor, 
daB der auBerordentliche Mehrgewinn der Wachstumstiere nicht auf 
einer Wasserspeicherung oder auf einer vermehrten Fettbildung beruht, 
sondern echtes Wachstum ist, das die lebende Kérpersubstanz betrifft. 
Die Mittelwerte fiir fettfreie Trockensubstanz sind bei beiden Serien 
praktisch ganz gleich. Auffallenderweise weicht der Fettgehalt der 
Versuchstiere sogar deutlich nach unten ab. Der Mittelwert, fiir den 
Fettgehalt der Versuchstiere liegt 1,7 %, niedriger als bei den Kontrollen; 
die Differenz der Mittelwerte beider Serien erreicht das dreifache des 
mittleren Fehlers. Man kann also annehmen, daB die durch das Wachs- 
tumshormon mobilisierten Krafte vorziiglich an der lebenden Substanz 
angreifen und deren Vermehrung férdern, wahrend die Bildung der 
Reservestoffe zuriicktritt. 

Wenn also bei friiheren Beobachtungen durch Injektion von Vorder- 
lappenausziigen neben der Wachstumssteigerung auch eine starke 
Vermehrung der Fettsubstanz beobachtet wurde, so diirften diese 
andersartigen Versuchsergebnisse am einfachsten derart zu erkliren 
sein, daB in den friiher benutzten Ausziigen neben dem Wachstums- 
hormon ein den Fettansatz térdernder Wirkstoff enthalten gewesen 
ist, wahrend die bei den eigenen Versuchen benutzten Praparate nur 
das eigentliche Wachstumshormon enthielten. 

Downs und Geiling hatten, wie bereits erwaéhnt, einen bemerkens- 
werten EinfluB von Vorderlappenausziigen auf den Wasserhaushalt 
von Ratten aufgefunden. Die Versuchstiere nahmen nur dann schnell 
zu, wenn sie ausreichend Wasser zur Verfiigung hatten. Ihr Gewicht 
sank nach dem Aufhéren der Injektionen rasch auf das Gewicht der 
Kontrollen ab. Danach diirften die von diesen Autoren benutzten 
Praparate einen antidiuretischen Faktor enthalten haben, aber an- 
scheinend nur wenig Wachstumshormon. Es ist kaum zu erwarten, 
daB die einmal gebildete lebende Substanz nach dem Aufhéren des 
Wachstumsreizes eine so rasche und weitgehende Schrumpfung erfahren 
sollte. Der rasche Gewichtsverlust diirfte hauptsachlich auf der Abgabe 
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von Wasser und vielleicht auf der vermehrten Verbrennung von Fett 
beruhen. Nach unseren Versuchen kommt es zwar haufig kurz nach 
dem Aussetzen der Injektionen zu einer kleinen Gewichtssenkung. 
Diese fihrt aber auch bei den kurzdauernden Versuchen, wie sie zur 
Auswertung von unbekannten Fraktionen durchgefiihrt werden, nur 
selten auf das Anfangsgewicht zuriick. Im allgemeinen halten sich dic 
Tiere auf einem, je nach der Versuchsdauer verschiedenen, aber gegen- 
iiber dem Anfangsgewicht erhéhten Gewichtsniveau. In der Abb. 2 
ist der Verlauf eines derartigen Auswertungsversuches wiedergegeben. 
Der mit diesem Praiparat innerhalb von 8 Tagen erreichte Gewichts- 
anstieg betrug im Durchschnitt fiir jedes der drei Tiere 4 g, d. h. rund 
20°% des Ausgangsgewichtes. Die Injektion von 1 cem physiologischer 
Kochsalzlésung ist auf das Gewicht ohne EinfluB. Vom 11. bis 18. August 
erhielten die Tiere Vorderlappenauszug, vom 20. bis 24. August taglich 
leem physiologische Kochsalzlésung. Man sieht aus diesen Kurven 
deutlich, daB die Tiere das ein- 
mal erreichte Geewichtsniveau 








=—===4 

——e beibehalten. 
Dem raschen Wachstum 
; scheint aber die Minerali- 
sme 7% @ 22 Ww 2m sierung nicht ganz zu folgen. 
Abb. 2. Der Aschegehalt der Versuchs- 
Wachstamshormon, vom 20, bis 4. Vill physio. tere ist — auf fettfreie 

logische Kochsalzlisung. r'rockensubstanz bezogen 


um fast 1! /, °% niedriger als der 
der Vergleichstiere, eine Differenz, die zu groB ist, um durch die freilich 
erheblichen individuellen Schwankungen erklart zu werden. Die Differenz 
der Durchschnittswerte iibersteigt dreimal den mittleren Fehler. Diese 
mangelnde Einlagerung von Mineralsubstanz betrifft ausschlieBlich 
das Skelett. Die auf fettfreie Trockensubstanz berechnete Skelettasche 
betrigt fiir acht Tiere der Wachstumsreihe, fiir die diese Zahlen be- 
stimmbar sind, 10,61 %, fiir neun Vergleichstiere 11,86 °%. Die Restasche 
ist also in beiden Fallen mit 3,12 bzw. 3,33°% praktisch identisch, 
d. h. also, die im Blut und in den Geweben vorhandenen im wesentlichen 
wohl zirkulierenden und dem Stoffumsatz dienenden Mineralbestandteile 
sind bei den Wachstumstieren in gleicher Gesamtmenge und, was 
Calcium und Phosphorsaure anlangt, auch in gleicher Zusammensetzung 
wie bei den Kontrollen vorhanden. Die Mineralisierung des Skeletts 
bleibt bei den Wachstumstieren nicht nur gewichtsmaBig zuriick, 
sondern ist auch qualitativ etwas verindert, da die Skelettasche der 
Versuchstiere prozentual Ca-armer und PO,-reicher ist als die Skelett- 
asche der normalen Tiere. Der Calciumgehalt der Skelettasche betragt 
bei den Versuchstieren 31,76%, bei den Vergleichstieren 33,26°,. 
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Betrachten wir die Organgewichte der Versuchstiere, so sind die 
absoluten Gewichte aller untersuchten Organe: Milz, Leber, Herz, Lunge, 
Niere, Magen-Darm erheblich schwerer als bei den Kontrollen. Es ist dabei 
aber nicht zu vergessen, da die injizierten Mause ein héheres Kérpergewicht 
haben als die mit ihnen ohne Behandlung herangewachsenen Tiere. Es 
sind daher die Organgewichte auf 100 g fettfreies Kérpergewicht bezogen 
worden. Diese Zusammenstellung zeigt, daB, abgesehen von der Milz, 
die prozentualen Organgewichte der Versuchstiere nicht héher sind als 
hei den Kontrollen. Die Werte beider Serien liegen sogar dicht beieinander. 
Der Magen- und Darmkanal der Wachstumstiere, der ja besonderer Be- 
lastung unterworfen sein diirfte, ist sogar im Durchschnitt etwas leichter 
als bei den Kontrollen. Eine eindeutige Beeinflussung durch das Hormon 
findet sich aber bei der Milz, die bei den mit Extrakt behandelten Tieren 
50°, schwerer ist als bei den Vergleichstieren. 


Zusammenfassung. 


Es wird kurz eine neue Methode zur Herstellung von Praparaten 
des Wachstumshormons beschrieben. Die Methode geht aus von dem 
nach Evans erhaltenen Extrakt aus dem Vorderlappen der Hypophyse 
und liefert Priparate, die monatelang subcutan injiziert werden kénnen, 
ohne das Versuchstier zu schaidigen. Die zur Auswertung benutzte 
Testmethode an der Maus wird naher beschrieben. 

Bei Mausen lassen sich durch den gereinigten Vorderlappenextrakt 
sehr starke Wachstumssteigerungen erzielen. Die Zusammensetzung 
von Tieren, die unter Einwirkung von Wachstumshormon sehr stark 
an Gewicht zugenommen haben, wird mit Kontrollen verglichen. 
Die Gewichtszunahme unter Einflu8 des Wachstumshormons ist auch 
nicht teilweise durch vermehrten Fettansatz oder durch Wasser- 
speicherung bedingt. Die Versuchstiere sind im Gegenteil fettarmer als 
die Normaltiere. Der Aschegehalt der Versuchstiere ist geringer als bei 
den Kontrollen und zwar betrifft diese Verminderung des Aschegehalts 
nur die fixierten Mineralbestandteile, die Skelettasche. Das Gewicht 
der Restasche und ihr Gehalt an Ca und PO, ist gegeniiber der Norm 
unverindert. In der Skelettasche ist das Calcium leicht vermindert. 
Die Milz der Wachstumstiere ist erheblich schwerer als bei den 
Kontrollen; das Gewicht von Magen-Darm, Leber, Herz, Nieren und 
Lunge ist normal. 


Der Deutschen Notgemeinschaft sei fir die Uberlassung von 
Mitteln zur Durchfiihrung dieser Arbeit bestens gedankt. 








Harnsiureabbau und Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 


Fritz Rosenthal. 


(Aus dem Stadtischen Forschungsinstitut fiir Baderkunde und Stoffwechsel, 
Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 11. September 1932.) 


DaB Harnsaiure durch reine Alkaliwirkung zerst6rt werden kann. 
ist schon lange bekannt. Fischer (1) erzielte mit Normalalkali im Uber- 
schuB bei 100° im geschlossenen Rohr emen Abbau von 9 bis 11 °%. 
Nencki und Lieber (2) erhielten durch Kochen von Harnsaéure mit viel 
Kali Uroxansiure, Stddler (3) wies bei Bruttemperatur in verdiinnter 
Alkalilésung Harnstoff und Glyoxalylharnstoff nach; je verdiinnter 
die Lage war, desto langsamer verlief der ProzeB. Die harnsaure- 
zerstérende Wirkung des Ammoniaks wurde von Schittenhelm und 
Chrometzka (4) gezeigt. Frérejacque (6) stellte fest, daB die Autoxydation 
der Harnsaure in stark alkalischer Lésung durch aktive Kohle so stark 
beschleunigt wird, daB sie in 15 Minuten beendet war. Von Farbstoffen 
wurden Rose Bengale und Methylenblau untersucht. Durch Rose 
Bengale als Sauerstoffiibertrager fiihrte Gaffron (7) in einer 100 mg-%igen 
Harnsaurelésung bei alkalischer Reaktion in 15 Minuten einen Ver- 
brauch von 190 cem Sauerstoff herbei, ohne Farbstoff fand kein Sauer- 
stoffverbrauch statt. Methylenblau [Dobrowolska (8)] war unterhalb 
pu 8 inaktiv, bei héheren py-Werten und 37° wurden in 6 Tagen 50%, 
einer 20 mg-%igen Harnsaurelésung abgebaut. 

Thioglykolsaure oxydiert Harnsaure schnell bei Luftzutritt, langsam 
bei LuftabschluB. Kleine Kupfermengen oder Methylenblau_sollen 
die Oxydation beschleunigen, Blausiure hemmen. In Analogie zur 
Thioglykolsaure wird geschlossen, da8 Glutathion beim Abbau der Harn- 
siure im Tierkérper mitwirken soll. Gomolinska (9) will mit Hamoglobin 
eine Harnséiureoxydation erzielt haben. In 48 Stunden bei 37° wurde 
in Anwesenheit von frischen oder abgekochten Erythrocyten Harnsaure 
abgebaut. Stroma und Blutplattchen waren inaktiv. Nach eigenen 
Untersuchungen (10) konnte weder im menschlichen Blute noch im 





Fr. 


schw 
trisch 
wand 

] 
legtel 
schiec 

l 
losuns 
zelgte 
produ 
wolfra 
vetaus 
zersto 
vorges 
einem 
Rarer 
herges 
Der ] 
mit d 

I 
sich a 
der Fe 
noch 3 
sich d 
Versu 


D 
der I 
werde! 














F. Rosenthal: Harnséiureabbau und Wasserstoffionenkonzentration. 201] 


schweineblut ein Harnséiureabbau erzielt werden. Gesamtblut und 
irische Erythrocyten mit und ohne Methylenblauzusatz wurden ver- 
wandt. 


Die vorliegenden Untersuchungen iiber den Einflu8 von Alkali 
legten es nahe, den Harnsaéureabbau durch Hydroxylionen bei ver- 
schiedenem py zu untersuchen. 


Um unter streng sterilen Kautelen zu arbeiten, wurden die Harnsaure- 
josungen zundchst mit Phenol versetzt. Im Verlauf der Untersuchungen 
zeigte sich jedoch, dafB bei 37° und Sauerstoffdurchstr6mung Abbau- 
produkte des Phenols gebildet werden, die die Farbung mit dem Phosphor- 
wolframsaéurereagens hemmen und so eine Harnsdurezerstérung vor- 
vetauscht werden kann. Da bei einer Temperatur von 60° eine Harnsiure- 
zerstérung durch Bakterien auszuschlieBen ist, wurde folgendermaBen 
vorgegangen: 10 cem einer Harnsaurelésung in m/30 Phosphat wurden in 
einem verschlossenen Rundk6élbchen in Sauerstoffatmosphiére 2 Stunden im 
Barcrojt geschiittelt. Die Harnsaiurelésungen wurden zum Teil nach Schade 
hergestellt, zum Teil durch Auflésen von primérem Natriumurat in Wasser. 
Der Harnséuregehalt der Lésungen wurde vor und nach dem Schiitteln 
mit dem gereinigten Phosphorwolframséurereagens (11) bestimmt. 


Die unten angegebenen Werte der zerstérten Harnséure beziehen 
sich auf 100 cem Fliissigkeit. Der nachweisbare Abbau, der auBerhalb 
der Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode in 10 mg-°%igen Lésungen 
noch zu erkennen ist, beginnt bei py 7,5. Mit steigendem py vergréBert 
sich die Menge der abgebauten Harnsiure. Als Beispiel ist von vielen 
Versuchen eine Reihe aufgefiihrt (Tabelle I). 


Tabelle I. 


16,9 mg-°,.ige Harnsaurelésung. 





Abgebaat Abgebaut 
PH mg PH mg 
Pi 2,8 8.4 3,3 
8.0 2,8 & f 7,5 
8,1 2.8 9.5 10,8 


Die Menge der abgebauten Harnsiure ist von der Konzentration 
der Lésungen unabhingig. Unter gleichen Versuchsbedingungen 
werden gleiche Harnsiuremengen abgebaut (Tabelle I). 


Tabelle II. 


Harnsaiureabbau bei verschiedenen Konzentrationen. px 8,6. 





Gehalt der Lisung Abgebaut Gehalt der Lésung Abgebaut 
mg-9/9 mg mg-°/9 mg 


36,5 12,2 8.4 


8,8 
18,3 9,3 9,1 8,6 








202 . Rosenthal : 


Da bei pu-Werten von etwa 7,5 bis 8,5 nur so wenig Harnsaur 
abgebaut wird, daB ein Ausschlag in konzentrierteren Lésungen nicht 
zu erkennen ist, andererseits bei hGherem py mehr Harnsaure zerstér' 
werden kann, als in verdiinnteren Lésungen vorhanden ist, wurden 
entsprechende Konzentrationen von 10 bis 25 mg-°%, gewahlt. 

Es zeigte sich, daB bei zeitlich verschieden zubereiteten Lésungen 
unter sonst gleichen Versuchsbedingungen der Abbau nicht gleichmaBig 
war. Die Abbauwerte waren z. B. folgende: 


=I 


bei pu 8,8: 7,5, 6,6, 6,6, 8,9, 5,6, 8,7, 4,5, 10,3 mg 
» pu 80: 5,0, 4,4, 3,8, 2,8, 3,4 mg 
> Pu 9,0: 9,0, 14,3, 13,9, 15,8 mg 

Die nach Schade und die durch Schiitteln von Mononatriumurat 
in Wasser zubereiteten Lésungen zeigten in dieser Richtung keinen 
Unterschied. Ging man jedoch immer von den gleichen Versuchs- 
losungen aus, so waren die Abbauwerte innerhalb der Fehlergrenzen 
konstant; 

bei pu 8,0: 5,0, 5,5, 4,5, 4,4, 5,0 mg 
> pu 8.8: 11,4, 10,3, 10,7 mg 

Es wurde untersucht, ob das Alter der nach Schade hergestellten 
Lésung einen EinfluB auf die Harnsdurezerstérung hat, da die Annahme 
naheliegt, daB der Lésungszustand der Harnsaure, der sich bekanntlich 
mit dem Alter der Lésungen andert, auch fiir ihren Abbau von Bedeutung 
ist. Frisch zubereitet wurden bei py 8,8, 4,1 und 4,5 mg Harnsiure 
abgebaut. Nachdem die gleiche Lésung bei neutraler Reaktion 5 Tage 
gestanden hatte, wurden bei py 8,8 5,2 mg Harnsaéure zerstért und nach 
8 Tagen ebensoviel. 

Die Méglichkeit lag vor, daB die Verschiedenheit des Abbaucs 
in den zu verschiedener Zeit hergestellten Lésungen auf die Entstehung 
eines Harnsiurekomplexes zuriickzufiihren sei. Es wurde als Beispic! 
einer komplex gebundenen Harnsaiure Formaldehyd-Harnsaure gewahlt 
Sie wurde in den sonst iiblichen Durchschnittswerten abgebaut. 

Der Lésungszustand der Harnséure ist also fiir ihre Zerstérung 
durch Hydroxylionen nicht von erkennbarer Bedeutung. 

Tabelle III zeigt die bei zanehmendem py wachsende Menge de1 
abgebauten Harnsaiure, gewonnen aus 93 Ansatzen bei 60°, 2 Stunden 
im Barcroft in Sauerstoffatmosphare geschiittelt. 


Tabelle Ill. 
Durchschnittswerte abgebauter Harnséure bei steigendem pu. 





Abgebaut Abgebaut 
PH mg PH mg 
7,5—7,9 3,2 9,0—9,4 9,4 
8,0—8,4 4,5 9,5—9,9 11,3 


8,5—8,9 6,9 
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Versuche bei Siedetemperatur zeigen die Rolle, die der Sauerstoff 
hei der Harnsaurezerstérung spielt. Wahrend in kochender Harnsaure- 
vsung bei py 10,0 keine Harnséiurezerstérung nachweisbar ist, findet 
bei gleichzeitiger Sauerstoffdurchstr6mung ein Abbau statt. 

Tabelle IV zeigt den Harnsiureabbau in seiner Abhiangigkeit 
von der Zeit. Die Fehlergrenze der Methodik betrigt + 0,9 mg. Als 
Durchschnittswert fiir abgebaute Harnsiure ergibt sich bei py 8,3 
28mg pro Stunde. 

Tabelle IV. 





pu 8,3. 
Versuchsreihe Abgebaut Versuchsreihe Abgebaut 
Std. mg Std. mg 
1 2,7 4 12,7 
2 5,8 5 14,0 
3 10,2 


Tabelle V illustriert den EinfluB der Temperaturerhéhung auf die 
Harnsaurezerstérung. Er entspricht dem TemperatureinfluB ‘auf che- 
mische Vorgange im allgemeinen. 


Tabelle V. 





Pu 8.9. 
Temperatur Abgebaut 
oC mg 
22 0S 
40 2.0 
60 7,1 


Um den Einflu8 von etwaigen Voerunreinigungen mit Kupfer oder 
Eisen zu priifen, wurde den Untersuchungslésungen NaCN in 2” iger 
Konzentration zugesetzt. Bei gleichzeitiger Sauerstoffdurchstr6mung 
wurden in einer 178 mg-°,igen Harnsaurelésung bei pa 12,1 und 37° Tem- 
peratur nach 6 Stunden 108 mg Harnséure abgebaut. Eine Kupfer- oder 
Kisenkatalyse bei der Harnsaéurezerstérung durch Hydroxylionen an sich 
konnte also ausgeschlossen werden. Jedoch bestand noch die Méglichkeit, 
da®8 kiinstlich zugesetzte Metallspuren einen EinfluB hatten. 

Zugesetzt wurden Ferrichlorid, Kupfersulfat und Kaliumperman- 
ganat in solchen Spuren, daB eine einfache, nichtkatalytische Oxydation 
keinen analytisch faBbaren Abbau ergeben konnte. Der Grad der 
Harnsaurezerstorung wurde nicht beeinfluBt. Auch Zusatz von Methylen- 
blau vermehrte die Harnséurezerstérung nicht. In gleichem Sinne 
wurde Methylenblau in 4 mg-%iger Konzentration unter anaeroben 
Verhaltnissen in 20 bis 100 mg-°,igen Harnsaurelésungen bei sonst 
wirksamen Vasserstoffionenkonzentrationen nicht entfarbt. Von 
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biologischen Sauerstoffiibertragern wurde das oxydierte Glutathion, 
hergestellt nach Pirie (12), untersucht. Oxydiertes Glutathion be- 
schleunigt zwischen py 7,6 und 8,7 den Harnsiureabbau nicht. 

Auch durch Alkoholextraktion glutathionfrei gemachtes, urico- 
lytisch wirksames Schweineleberferment wurde in seiner Wirksamkeit 
nicht beeintrachtigt. Glutathion hat also weder auf die autoxydative, 
noch auf die fermentative Harnsdurezerstérung einen EinfluB. 


Zusammenfassung. 


Die Zerstérung der Harnsiure durch Hydroxylionen ist bei 
pu 7,5 nachweisbar und steigt mit zunehmendem py. Die abgebaute 
Menge ist unabhangig von der Harnsiurekonzentration. Verschiedene 
Lésungsformen zeigen keinen nachweisbaren Unterschied. Bei den 
angewandten px wird ohne Sauerstoff keine Harnsaiurezerstérung 
erzielt. Der Abbau ist proportional der Zeit und steigt mit Temperatur- 
zunahme entsprechend anderen Oxydationen. Anorganische Katalysa- 
toren wie Eisen, Kupfer und Mangan, sowie Methylenblau und Glutathion 
haben keine beschleunigende Wirkung auf den Abbau. 


Literatur. 


1) bis 3) zitiert nach Brahm, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1. 
4) Schittenhelm u. Chrometzka, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 162, 
203, 1927. 5) Zylbertal, diese Zeitschr. 236, 131, 1931. — 6) Frérejaque, 
C. r. acad. Sci. Paris 191, 949, 1930. 7) Gaffron, diese Zeitschr. 179, 157, 
1927. 8) Dobrowolska, C. r. Soc. biol. 99, 1022, 1928. — 9) Gomolinska, 
Biochem. J. 22, 1307, 1928. — 10) Rosentahl, Zeitschr f. d. ges. exper. Med. 
79, 528, 1931. — 11) Folin u. Marenzi, J. of biol. Chem. 83, 109, 1929. 
12) Pirie, ebenda 84, 321, 1929. 
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Uber den Anteil 
der Himolymphe am Stoffwechsel der Schmetterlingspuppen. 


VIII. Mitteilung’. 
Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten. 


Von 
Jézef Heller. 
(Aus dem Institut fiir Hygiene der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 13. September 1932.) 


I. 


Aus unserer letzten Mitteilung, welche sich mit der Zusammensetzung 
des Raupenblutes und ihrer Verinderung wahrend der Metamorphose 
befaBt, ist ersichtlich, daB das Blut am Stoffumsatz einen verhaltnis- 
mafig viel gréBeren Anteil nimmt als der tibrige Kérper. Diesen Anteil 
quantitativ zu erfassen, war der Zweck der vorliegenden Arbeit. 

Wie die vorigen Untersuchungen dieser Reihe wurde auch diese 
am Wolfsmilchschwarmer (Deilephila euphorbiae) ausgefiihrt. Da die 
Zusammensetzung einer frischen Puppe und eines eben ausgeschliipften 
Schmetterlings schon im Jahre 1925 untersucht wurde (Mitteilung IV), 
wurden diesmal iiberwinterte Puppen gewahlt, um den chemischen 
Stoffumsatz wahrend der Puppenperiode naiher kennenzulernen. 

Die Verpuppung erfolgte im August 1930. Der Sauerstoffverbrauch 
betrug im Dezember (bei 20° gemessen) durchschnittlich 10 cem pro 
Kilogrammstunde. Im Marz 1931 ergaben die Messungen schon gegen 
20cem. Die Puppen befanden sich also zu Beginn der dritten, letzten 
Phase der Puppenperiode, die in etwa 60 Tagen zum Ausschliipfen 
fihren wiirde. 


1 T. Mitteilung: Pfliigers Arch. 210, 736, 1925; II. Mitteilung: diese 
Zeitschr. 165, 411, 1925; ILI. Mitteilung: ebenda 169, 208, 1926; ITV und 
V. Mitteilung: ebenda 172, 59 u. 74, 1926; VI. Mitteilung: Biol. Zentralbl. 
47, 257, 1927; VII. Mitteilung: diese Zeitschr. 219, 473, 1930; vgl. auch 
C. r. de la Soc. Biol. 99, 1360, 1924; Zeitschr. f. vergl. Physiol. 11, 448, 1930; 
16, 362, 1932; Biol. Zentralbl. 51, 259, 1931. 
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Am 1. April 1931 wurden 38 Puppen durch Einstich in die Fliigel 
decken entblutet. Das Gewicht betrug vor dem Entbluten 80,980 g, nach 
der Blutentnahme 53,215 g. Eine Puppe wog also 2,131 g und lieferte 
731 mg Blut. 

Sodann wurden die Puppen durch Siedehitze getétet und zuerst auf 
dem Wasserbad, dann im Troeckenschrank bei 105° bis zum konstanten 
Gewicht getrocknet. 


II. 

Das Blut stellte eine schén smaragdgriine, durchsichtige Fliissig- 
keit dar. Die charakteristische Schwarzung begann erst nach mehreren 
Minuten an der Oberflache zu erscheinen und schritt langsam vor, so da} 
die meisten Bestimmungen, wenigstens in ihrer Anfangsphase, noch am un- 
geschwarzten Blute angestellt werden konnten. 

In zwei Pyknometern von je 5cem Inhalt wurde das Blut gewogen. 
Die 5ccm Blut wogen: 1. 5,145 g¢, 2. 5,139 g. Es ergibt sich daraus ein 
spezifisches Gewicht von 1,0284. 

Das Blut wurde sodann refraktometrisch untersucht, wobei arn Pulfrich- 
Zeissschen Refraktometer der Skalenteil 56,3 abgelesen wurde. Des weiteren 
wurde das Blut mit gleichem Volumen destillierten Wassers verdiinnt. 
worauf 34,2 abgelesen wurde. Es wurde dann eine Probe des verdiinnten 
Blutes einer Hitzekoagulation unterworfen, das Koagulat wurde abzentri- 
fugiert und die Refraktion der klaren Lésung bestimmt. Die Grenzlinie 
war nun beim Skalenteil 30,4 zu finden. Ein aliquoter Teil dieser Lésung 
wurde nach Folin und Wu enteiweiBt, worauf im Wolframsaureniederschlag 
179,2 mg-°., Stickstoff gefunden wurden. 

Im Wolframsaureniederschlag des genuinen Blutes (s. unten) wurden 
450 mg-°,, N gefunden. Es betragt also der durch die Siedehitze koagulierbare 
Stickstoff 270,8 mg-°,, was 1,69°, EiweiB oder 7,7 Skalenteilen am Re- 
fraktometer entspricht. Dieser Wert stimmt mit dem aus der direkten 
Ablesung berechneten (34,2 — 30,4) .2 = 7,6 ziemlich gut tiberein. 
~~ Weitere 2cem Blut wurden nach Bloor! im Alkohol-Athergemisch 
enteiweiBt und im Filtrat die Fettsaéuren nephelometrisch bestimmt. Zwei 
Analysen ergaben 760 und 772 mg-°%,, im Mittel 766 mg-°%, Fettsauren. 
Der Niederschlag wurde nach Kjeldahl verbrannt, er wies einen Stick- 
stolfgehalt von 498 mg-°, auf. 

5cem Blut wurden nach Folin und Wu enteiweiBt. Da bei dem vor- 
schriftsmaBigen Verdiinnen mit 7 Teilen Wasser eine sofortige Schwarzung 
des Blutes eintritt, was hier vermieden werden sollte, so wurde das Wasser 
zuerst mit Wolframat und Saure versetzt und erst dann das Blut unter 
Schiitteln tropfenweise eingebracht. Die EnteiweiBung vollzog sich glatt, 
und der Niederschlag blieb weiB. Im Filtrat wurde die Harnséure kolori- 
metrisch nach Folin bestimmt und 1. 10,6, 2. 11,2 mg-°,, durchschnittlich 
10,9 mg-°,, gefunden. Der N-Gehalt des Niederschlags, welcher in 20 cem 
3° ig. Natronlauge gelést wurde, betragt im Mittel (vier Bestimmungen in 
je 2cem) 450 mg-°,, N. Wenn wir hier noch anfiihren, daB das zum Zwecke 
der Phosphatbestimmung mit Trichloressigséure enteiweiBte Blut im Nieder- 
schlag 375mg-°,, N aufweist, und daB 0,1 cem Blut 798mg-°,, N enthalt, so 
ergibt sich eine Fraktionierung der Stickstoffverbindungen, die wir in 
der Tabelle I darstellen. 


1 J. of biol. Chem. 17, 377, 1914. 
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Tabelle J. 





Niederschlag Filtrat 


mg-°/9 mg-°/9 
Gesamtstickstoff .. .... - TYRO 
Hitzekoagulierung ..... 270,0 528,0 
Trichloressigsaure . .. . . 375.0 4230 
Wolframsaure ....... 450.0 354.0 
Alkohol-Ather nach Bloor. . 492.0 3060 
Aminosauren-N ...... : 172.0 


Kursiv: Berechnete Werte. 


In 0,l cem Blut wurde nach der Zuckermethode von Folin (1928) die 
Reduktion bestimmt. Sie wurde gleich 87,0 mg-°,, Glucose gefunden. 


Zu 2cem des Blutes wurde 1 cem gesattigter Ammoniumoxalatlésung 
zugesetzt, worauf sogleich ein Niederschlag erschien. Nach 2 Stunden 
wurde zentrifugiert, das Sediment zweimal mit 2°,, Ammoniumhydroxyd 
gewaschen, in 2cem n Schwefelsiure gelést und heifB mit n/100 Kalium- 
permanganat titriert. Es wurden 2,25cem Permanganat verbraucht, was 
einem Calciumgehalt von 22,5 mg-°,, entspricht. 

Aus dem entkalkten Blute wurde Magnesium als Ammonium-Magnesium- 
phosphat gefallt. Am nachsten Tage wurde das abzentrifugierte Sediment 
gewaschen, in n Schwefelsaéure gel6ést, worauf eine kolorimetrische Phosphat - 
bestimmung nach Kuttner und Lichtenstein! ausgefiihrt wurde. Die ge- 
fundene Phosphormenge entsprach einem Magnesiumgehalt von 
48,0 mg-°,, Mg. 


In 0,25cem Blut wurde der Kaliumgehalt nach Kramer und Tisdall 
bestimmt, wobei sich ein Gehalt von 244 mg-°,, K ergab. Die Bestimmung 
wurde in leem des mit 20°,.ig. Trichloressigsiure im Verhiltnis 1: 10 
enteiweiBten Blutes wiederholt, wobei 248 mg-°,, K gefunden wurden. 

Es wurde auch im Trichloressigséurefiltrat der Phosphatgehalt nach 
Kutiner und Lichtenstein ermittelt und in vier Bestimmungen: 45,6, 
49,0, 45,6 und 46,6, durchschnittlich 46,7 mg-°, P gefunden. 


In weiteren 2 cem Blut wurde der Gehalt an Trockensubstanz bestimmt. 
Das Blut wurde im Porzellantiegel bei Zimmertemperatur im Exsikkator 
iiber Schwefelsiure getrocknet und dann auf 105° im Trockenschrank 
erwirmt. Der Wasserverlust betrug 1,845 2, woraus sich ein Gehalt an 
Trockensubstanz von 10,3°, ergibt. 


Einige Kubikzentimeter Blut wurden bis zur ganzlichen Schwarzung 
stehengelassen und erst am néchsten Tage verarbeitet. Die Refraktion 
lieB sich nun nicht bestimmen, da das halbfeste Blut keine Grenzlinie im 
Refraktometer erscheinen lieB. 


2ccm dieses Blutes wurden nach Folin und Wu enteiweiBt und im 
Filtrat die Harnséiure nach Folin kolorimetrisch bestimmt. Es wurden 
8.0 mg-°,, gefunden, gegen 10,9 mg-°,, im nichtgeschwarzten Blute. Es 
ware interessant, beide Bestimmungen nach dem indirekten Verfahren 
mit der Silberfaillung der Harnsaéure zu wiederholen 


' J. of biol. Chem. 86, 671. 1930. 
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Wir kénnen nun die erhaltenen Werte tabellarisch zusammen- 
stellen, wobei wir das in der vierten und fiinften Mitteilung bewahrte 
Verfahren anwenden. Die Werte werden namlich auf eine ,,Durch- 
schnittspuppe“ umgerechnet, wodurch die Verteilung zwischen Blut 
und Gewebe sowie die wahrend der Uberwinterung vor sich gehenden 
Veranderungen besonders klar erscheinen 


Tabelle II. 


Zusammensetzung des Blutes einer iiberwinterten Puppe. 





In der Trocken- 
substanz des Blutes 


°/>5 im Blute 
0 


mg + 
Gesamtmenge ........ 731,0 100,0 
Trockensubstanz . ; 75,5 10,3 100,0 
ee ee ae ee 655.5 89,7 — 
BPs egy xe a 6,03 0,83 8,0 
KiweiB . . Pe he Oe Se 20,4 2,79 27,0 
Eiw eiBspaltprodukte neath the 16,0 2,19 21,2 
Harnsaure. . . ates ers 0,08 0,01 0.11 
Asche. . . a 3,68 0,504 4,87 
N-freie Extraktstoffe pie Ae 29,31 4,016 38,87 


Einige Werte dieser Tabelle bediirfen einer naiheren Erklarung. 

Fettgehalt. Der nach der Bloorschen Methode gefundene Wert 
entspricht dem Gehalt an. Fettsiuren. Er wurde daher, ahnlich wie bei 
der Methode nach Kumagawa und Suto, mit 1,04 multipliziert, dazu 
wurde der in den Versuchen der ppc Mitteilung gefundene Wert 
fiir Cholesterin, und zwar 25 mg-%, addiert. 

EiweiZ. Der durch Wolframsaure nach Folin-Wu fallbare Stick- 
stoff wurde mit 6,25 multipliziert. 

' EiweiBspaltprodukte. Der Stickstoffgehalt des Folin-Wu-Filtrats 
wurde nach Abzug des Harnsiure-N mit 6,25 multipliziert. 

Asche. Der Phosphorgehalt wurde als P,O; berechnet, was 
108 mg-°% ergibt. Kaliumgehalt betragt 246 mg-°%, Calcium 22,5, 
Magnesium 48,0 mg-°%, zusammen 424,5 mg-°%. Dazu wurden die von der 
siebenten Mitteilung her bekannten Werte fiir Chlor mit 48,5 und Eisen 
mit 6 mg-%, addiert, was zusammen 479 mg-% ergibt. Es mu8 auch der 
Wert fiir Natrium und Schwefel mitberiicksichtigt werden. Nach 
orientierenden Versuchen (eine andere Blutprobe) sind beide Werte 
mit etwa 25 mg-%, zusammen in Rechnung zu stellen. Die Summe 
betrigt also 504 mg-%, fiir 731 mg Blut macht das 3,68 mg aus. 

N-freie Extraktstoffe ergeben sich als Differenz der Werte fir 
Trockensubstanz und der Summe aller einzelnen Bestandteile diese! 
Substanz. 
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Ill. 

Puppen. Die bei 105° getrockneten Puppen wogen 18,420 g, 
was auf eine Puppe 486mg ausmacht. Da das Frischgewicht einer 
entbluteten Puppe 1400 mg betrug, so ergibt sich fiir das Trocken- 
gewicht ein Wert von 34.6°%,. Das ist ungefahr der Trockensubstanz- 
gehalt eines Falters nach Abzug der Puppenhiille. 

Die Puppen wurden in einem Porzellanmérser méglichst griindlich 
zerrieben und durchgemischt. Das Chitin der Hiillen lieB sich aber nicht 
fein genug pulverisieren, und daraus ergaben sich, wie wir weiter unten 
berichten, gréBere Unterschiede im Chitingehalt der oberen und unteren 
Schichten des Pulvers. 

In einem Extraktionsapparat nach Sorhlet wurden 5.952 ¢ Pulver 
wahrend 24 Stunden mit Athylather extrahiert (Extraktionshiilse von 
Schleicher-Schiill). Nach dem Abtreiben des Athers wurden 954 mg 
Fett, das ist 16°, gefunden. Eine andere Probe von 5,220 g ergab 
unter denselben Umstainden 840 mg oder 16,1°,. Durchschnittlicher 
Befund: 16,05°%, Trockensubstanz oder 5,56°, Frischgehalt, was auf 
eine Puppe 78,1 mg ausmacht. 

In 100mg Substanz wurde der Stickstoffgehalt nach Parnas 
und Wagner bestimmt und zu 10,5 mg, gleich 10,5°%, der Trocken- 
substanz gefunden. Auf Frischgewicht berechnet erhalten wir 3,64, 
auf eine ,,Durchschnittspuppe” entfallen 51,1 mg N. 

432 mg Pulver wurden in einem 50-cem-MeBkolben mit etwa 
30 com Wasser wihrend mehrerer Stunden geschiittelt und tiber Nacht 
stehengelassen. Dann wurde nach Folin und Wu enteiweiBt und bis 
zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt und filtriert. Im Filtrat 
wurde in 5 cem der Stickstoffgehalt bestimmt und 0,62 mg N gefunden. 
Es waren also in 432mg Pulver 6.2 mg Stickstoff in Form von 
wasserléslichen Substanzen enthalten. Fiir eine Puppe ergibt sich 
daraus 7,0 mg wasserléslicher Stickstoff. 

In demselben Filtrat wurden nach 50facher Verdiinnung zwei 
Harnsiurebestimmungen nach Folin ausgefiihrt. Sie ergaben fiir das 
unverdiinnte Filtrat 20,6 und 21,4 mg-°%, durchschnittlich 21,0 mg-°% 
Harnsaure, also 10,5 mg in den untersuchten 432 mg Trockensubstanz 
oder 11,8 mg in einer ,,.Durchschnittspuppe*. 

Zur Darstellung von Chitin wurde diesmal ein anderer Weg als 
in der vierten und fiinften Mitteilung gewahlt: 300 bis 450 mg Pulver 
wurden nach Pfligers Vorschrift fiir Glykogenbestimmung verarbeitet. 
Nach der Fallung und den vorgeschriebenen Waschungen wurde das 
Glykogen in angesiuertem Wasser gelést, und es blieb nun Chitin zuriick. 
Es wurde in konzentrierter Schwefelsiure aufgenommen, worauf die 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl folgte. Es wurden drei solche 
Analysen ausgefiihrt, welche leider ziemlich weit voneinander liegende 
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Werte ergaben. Wir glauben dies mit dem Umstand erklaren zu kénnen, 
daB die gréberen Chitinpartikeln beim Aufbewahren des Pulvers sich nach 
unten verschoben. Die Analysen wurden in gréBeren Zeitabstanden 
ausgefiihrt, wahrenddessen wurde das Material zu anderen Unter- 
suchungen genommen, so daB jede weitere Chitinbestimmung aus einer 
tieferen Lage schépfte. Die einzelnen Analysen ergaben: 1. 1,82 mg 
Chitin-N in 300 mg Trockensubstanz, 2. 3,08 mg Chitin-N in 400 mg 
und 3. 3,92 mg Chitin-N in 436 mg Trockensubstanz. Durchschnittlich 
ergeben diese drei Analysen 0,75°,, Chitin-N in der Trockensubstanz. 
Die ,,Durchschnittspuppe enthalt daher 3,64 mg Chitin-N oder 
60,6 mg Chitin. 

Es wurde auch der Glykogengehalt bestimmt und zu 2,24 %, der 
Trockensubstanz gefunden. Es enthalt also eine Puppe 10,9 mg Glykogen. 
An wasserléslichen reduzierenden Substanzen enthalt eine Puppe 
eine 5,21 mg Glucose aquivalente Menge. 

Wir wollen nun die EiweiBmenge berechnen. Eine Puppe enthalt 
51.1 mg N. Davon entfallen 3,64 mg auf Chitin, und zwar 2,04 mg in 
der Puppenhiille und 1,6 mg neugebildet. 3,94 mg N liegen in der Form 
von Harnsaure vor, 3,46 mg sind im Wasserléslichen (mit Ausschlufi 
der Harnsaiure) vorhanden. Es bleiben somit 40,06 mg N, was 250 mg 
EiweiB entspricht. Die wasserléslichen eiweiBfreien Stickstoffverbin- 
dungen entsprechen héchstwahrscheinlich, ahnlich wie im Blute, den 
EiweiBspaltprodukten (Peptide, Aminosiuren). Ihre Menge nehmen 
wir bei 3,46mg N zu etwa 25 mg an. 

Den Aschengehalt haben wir diesmal nicht untersucht, wir kénnen 
ihn aber der vierten Mitteilung entnehmen. Wir finden dort! namlich 


Tabelle Ill. 


Zusammensetzung emer entbluteten, tiberwinterten Puppe. 





In Friseh- In Troeken- 
gewichts- gewichts 
mg 

Gesamtgewicht. . 2. 2... : 1409,0 100.0 . 
Trockensubstanz a Pha be, 486.9 34.7 109.0 
Wasser... eee wits a Me 914.0 65,3 
See Oe eee ; 78,1 5,56 16.05 
RN Es oe ee 250,09 17.8 51,5 
Kiweibspalt produkte 5 Be 25,9 1,78 5,15 
a ar ere re ee 11,8 0.84 2.42 
Ser ek fa Nirrres | ol el 69.6 4,33 12.45 
Glykogen Poe ee EP 10,9 0,78 2,24 
Wasserl. red. Substanz* .. . 5,21 0,37 1,07 
Unbest. N-freie Substanz ; 18.47 1,32 3.8 
BR as: sre ere, 8 RLS eo 26.92 1,92 5,04 


* Als Glucose berechnet. 
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fur eine intakte Puppe den Wert von 30,6 mg. Werden nun davon 
3,68 mg fir das Blut abgezogen, so bleibt fiir eine entblutete Puppe 
der Wert von 26,92 mg. 

Werden nun alle oben besprochenen Bestandteile summiert, so 
ergibt sich als Summe 467,53 mg, es bleiben also nur 18,47 mg als un- 
bestimmte ,,N-freie Extraktstoffe**. 

In der Tabelle HI haben wir die besprochenen Werte zusammen- 
gestellt und in Prozenten des Frischgewichts und der Trockensubstanz 
ausgedriickt. 

IV. 

Nun kénnen wir die fiir die entblutete Puppe und fiir das Blut 
berechneten Werte summieren und auf diese Weise die Zusammen- 
setzung der ganzen Puppe rekonstruieren. In der Tabelle 1V finden 
wir die Zusammensetzung der ganzen Puppe, sowie den Anteil, den das 
Blut und der tibrige Kérper daran haben. 


Tabelle IV. 


“ 
Zusammensetzung einer Puppe nach der Winterruhe. 





1 2 3 4 5 6 
Zusammen Davon im Blute eis ae 
mg ‘ mg . mg 0 
Gewicht ; “es 2131,0 100.0 731.0 34.3 1400.0 65.7 
l'rockensubstanz. . . 561.5 26.5 75.5 13.4 486.0 86.6 
Wasser. . ; 1569.5 73.5 655.5 41,7 914.0 58.3 
ae pRcoiet vs 84,13 3.95 6.03 7.15 78,1 92.85 
Stickstoff. . . — 56,95 5.85 10.3 51,1 SY.7 
FiweiB. . . . . ; 270.4 12.85 20.4 7,55 259.0 92.45 
Hermshere . ww 11,58 0,56 0,08 0.67 11,8 99,33 
Chitin . . a one 60,6 2,84 60.6 106.0 
Asche . : = 30.6 2,43 3.68 12.0 26,92 85.0 
N-freie Extraktstofte . 63,89 3,00 29,31 45.9 34.58 54,1 
Kiweibspaltprodukte . 41,00 1,92 16,0 39,9 25.0 61.0 


Die Tabelle IV gibt uns einen sehr instruktiven Uberblick iiber 
den Anteil, welchen das Blut und der tibrige Korper an der Zusammen- 
setzung der ganzen Puppe haben. Besonders klar sind diesbeziiglich die 
Kolonnen 4 und 6. Wir sehen dort, daB das Blut, welches 34.3 °, des 
ganzen Korpers ausmacht, nur 13,4 %, von der gesamten Trockensubstanz 
enthalt. Es stellt also vor allem ein Wasserdepot mit beinahe 42° 
des ganzen Kérperwassers dar. Beim grifSten Blutgehalt, den wir 


gefunden haben, und zwar 39,8°,, enthalt das Blut nicht weniger als 
47%, des ganzen Wassers, wobei der Wassergehalt des iibrigen Kérpers 
14* 
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auf 65,5°, fallt. Die EiweiBspaltprodukte, deren Gehalt im Blute 


wihrend der ganzen Metamorphose so konstant bleibt, daB wir in der 


siebenten Mitteilung! darin einen Hinweis auf ihnen etwa zufallende 
physiologische Bedeutung gesehen haben, erscheinen hier gleichmapig 
im Wasser beider Phasen verteilt. Die N-freien Extraktstoffe, unter denen 
wohl Kohlenhydrate den gr6é8ten Teil ausmachen, sind im Blute ver- 
haltnismaBig am meisten konzentriert: Sie bilden hier bis zu 46°, der 
Gesamtmenge im Kérper. Es ist zu beachten, daB es sich in diesen 
beiden Fallen um Stoffe handelt, die unmitteibar zur Deckung des Energic- 
verbrauches der Puppe verwendet werden (vgl. weiter unten). 


Auffallend ist, daB der Gehalt an Mineralstoffen (Asche) nicht 
mit dem Wassergehalt, sondern gerade mit dem Gehalt an Trocken- 
substanz parallel geht. So entbalten die 731 mg Blut nicht ganz 4 mg 
Asche, wogegen der ubrige Koérper in 1400 mg 27 mg Asche enthalt. 
Wird das lésende Wasser in Betracht gezogen, so werden die Differenzen 
noch gréBer: Im Wasser des Blutes gelést wiirden die auf das Blut 
entfallenden Mineralstoffe eine Lésung von 0,55°%, ergeben, wogegen 
die Asche des tibrigen Koérpers in dessen Wasser gelést eine Konzen- 
tration von 2,95°%, erreichen wiirde. Wird aber der Aschengehalt in 
Prozenten der Trockensubstanz ausgedriickt, so finden wir im Blute 
4.9%, im Kérper 5,04%, also beinahe dasselbe. 


Wenn wir nun zu den Bestandteilen ubergehen, deren Gehalt im 
Blute noch viel kleiner ist, so finden wir fiir Eiwet d Fett die Werte 
von 7,55 und 7,15°%, des Gesamtgehalts vor. Diese Bau- und Reserve- 
stoffe, welche fiir den sofortigen Verbrauch weniger in Betracht kommen, 
befinden sich also zu tiber 92°, im sonstigen Koérper, auBerhalb des 
Blutes. 

Am auffallendsten ist die Verteilung der Harnsadure, die ja aus 
den EiweiBspaltprodukten im Blute selbst entsteht. Sie befindet sich 
im Gewebe zu iiber 99°, ihrer ganzen Menge. Man mu aber bedenken, 
daB der minimale Gehalt im Blute doch etwa viermal gréBer ist, als der 
Léslichkeit der Harnsiure im Wasser entspricht. 

Wir haben hier das Blut dem ,,Kérper entgegengestellt als zwei 
verschiedene Systeme. Dies ist auch aus anatomischen Griinden be- 
rechtigt, denn das Blut sammelt sich bei der Puppe an einer Stelle des 
K6rpers, und zwar unter den Fliigeldecken. Dies laBt sich im Rontgen- 
bild leicht demonstrieren. Das Blut dieser Ansamm!ung laBt sich ohne 
weiteres durch einen Einstich in die Fliigeldecken gewinnen, wahrend 
(nach derartigem Entbluten) sogar zerhackte Puppen kaum nennens- 
werte Mengen Blut liefern. Es erscheint also die Puppe in zwei Phasen 


1 Diese Zeitschr. 219, 480, 1930. 
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getrennt, deren eine einen Wassergehalt von 90°, aufweist, die andere 
einen von nur 65%. 


Diese Blutansammlung ist mit dem Entwicklungsvorgang aufs 
engste verknipft und sowohl fiir die Entwicklungsphase wie auch fiir 
den Entwicklungsmodus in der gleichen Weise charakteristisch, wie 
z. B. Sauerstoffverbrauch oder der Gehalt des Blutes an freien Phosphat- 
ionen!. Bei der subitanen Entwicklung finden wir nie eine Blutmenge, 
welche etwa 30 °%, Koérpergewicht erreichen wiirde. Am 6. Entwicklungs- 
tag einer Serie, deren ganze Entwicklung 16 Tage in Anspruch nahm, 
ergab die Punktion eine Blutmenge, die 14°, Kérpergewicht entsprach. 
In den nachsten Tagen nahm die Blutmenge rapid ab, so daB vom 10. Tag 
an kaum 80 bis 100 mg Blut (3 bis 4%, Kérpergewicht) erhalten werden 
konnten. 


Bei der latenten Entwicklung fanden wir folgende Blutmengen, in 
Prozenten des Kérpergewichts ausgedriickt: Am 8. Tage nach der Ver- 
puppung bei zwei Puppen 26,2 und 27,2%. Am 13. Tage 29,2°,, am 
19. Tage 32,0°%,. Gegen den 40. Tag scheint die Trennung. vollzogen 
zu sein, denn wir fanden: Am 38. Tage 37,1°%, am 43. Tage 38,0 %. 
Gegen die Mitte der Winterruhe wurden ahnliche Werte erhalten, und 
zwar 37,8, 39,8, 38,6, 37,0, 36,8 und 36.3%. Im Friihjahr, wenn die 
ansteigende Phase der Entwicklung beginnt, nimmt die relative Blut- 
menge mit wachsendem Stoffwechsel wieder ab. Am 2}2. Entwicklungs- 
tage wurden 34,3 °, am 268. nur 29,3° gefunden. Die absoluten Werte 
fallen natiirlich viel steiler ab, da in dieser Phase auch das gesamte 
Koérpergewicht stark abnimmt. 


Es liegt nahe, in dieser Trockenlegung des Kérpers, welche durch die 
Ansammlung des Blutes an einer K6érperstelle zustande kommt, eine Er- 
klarung fiir die Verminderung des Sauerstoffverbrauchs zu suchen. Ein 
Parallelismus beider Erscheinungen, sowohl im Verlauf des ganzen Puppen- 
stadiums. wie auch bei verschiedenen Entwicklungsmodis ist sicher auf 
fallend. Obwohl diese Deutung uns verlockend erscheint, kénnen wir nicht 
zwei Einwande verschweigen. welche sich gegen dieselbe erheben. Vor allem 
muB man bedenken, daB der Schwarmer mit seinem gewaltigen? Sauerstoff- 
verbrauch einen Wassergehalt von nur 68”, bein Ausschliipfen und sogar 
von 62°. im Durchschnitt des ganzen Lebens aufweist. Gegen diesen 


! Vgl. Biol. Zentralbl. 51, 264, 1931. 

2 A. Raffy u. P. Portier (C.r. Soc. Biol. 108, 1062, 1931) finden beim 
Wolfsmilchschwairmer einen Sauerstoffverbrauch von 520ccm pro Kilo- 
gramm und Stunde in der Ruhe und 88 Liter im Fluge. Die Ruhewerte 
entsprechen den unserigen, die fiir den Flug verdienen sicherlich nach- 
gepriift zu werden. Es foigt doch aus ihnen, daB jede Minute Flug das 
Leben des Falters um 3 Stunden verkiirzen miiBte, was bei einer mittleren 
Lebensdauer von etwa 320 Stunden einen starken Unterschied zwischen 
den fliegenden und nichtfliegenden Faltern herbeifiihren miiBte. 
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Einwand kénnte man aber die starke Entwicklung der Luftsacke beim 
Falter anfiihren: Eine viel ausgiebigere Ventilation kénnte den EinfluB 
der Trockenlegung kompensieren. 

Der andere Einwand bezieht sich auf die von uns festgestellte 
Tatsache, daB durch einen Blutverlust der Stoffumsatz der Puppe 
gesteigert wird. Schon in der ersten Mitteilung! wurde dieser Umstand 
erwaihnt, in letzter Zeit wurde er in eigens durchgefiihrten Versuchen 
bestatigt. Wir fiihren folgendes Beispiel an. 

Zwei Puppen vom August 1931 wiegen zusammen 4,827 mg. Am 
19., 20. und 21. Dezember wurde der Sauerstoffverbrauch nach Warburg 
bestimmt und zu 20,8cem pro kg/Stunde + 1,lcem gefunden. Am 
9. Januar 1932 wogen sie 4,703 g, und der Sauerstoffverbrauch war 23,1 cem 

0,34ccm. Nun wurden beide Puppen aseptisch angestochen, das Blut 
entnommen und die Verletzungen mittels Kollodium verschlossen. Das 
Gewicht war nun 3,900g. Die Puppen wurden sogleich zum Respira- 
tionsversuch genommen, welcher wahrend 8 Stunden einen Sauerstoff- 
verbrauch von 37,2 -+- 0,895 cem auf 1 Stunde und | kg unverletzter Puppen 
ergab. Wird der Sauerstoffverbrauch auf 1 kg entbluteter Puppen ge- 
rechnet, so steigt der Wert auf 45ccm Sauerstoff pro kg/Stunde. Am 
nachsten ‘Tage betragen diese Werte entsprechend 44,6 bzw. 55.0 eem, und 
48 Stunden spater 42,6ccm Sauerstoff pro kg/Stunde (Gewicht vor dem 
Entbluten) bzw. 53,0 cem pro kg-Stunde aktuelles Gewicht. 

Wir sehen also unmittelbar nach der Blutentnahme eine Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs, welche 50°, des urspriinglichen Wertes 
erreicht, also weit auBerhalb jeglicher Fehlerméglichkeit liegt. Die 
Steigerung beginnt sofort und wachst langsam wihrend des ersten 
Tages, dann werden die Werte konstant. Eine exogene Ursache, wie 
z. B. Infektion scheint also nicht vorzuliegen, vielmehr sieht es so aus, 
als ob mit dem Blute ein den Stoffwechsel hemmender Faktor beseitigt 
wire. Eine derartige Annahme wiirde aber gegen die oben angedeutete 
. Trockenheitshypothese™ sprechen. 


V. 

Vergleichen wir nun die Zusammensetzung einer iiberwinterten 
Puppe mit derjenigen einer frisch verpuppten einerseits und eines eben 
ausgeschliipften Falters andererseits. Der erste Vergleich ergibt die 
im Laufe des bisherigen Puppenlebens verbrauchten Stoffe, der andere 
die fiir den Rest der Puppenperiode bestimmten Reserven. 

Die verschiedenen Werte der Tabelle V kénnen zu einem gewissen 
Grade auf ihre Richtigkeit durch entsprechenden Vergleich geprift 
werden. So wissen wir vor allem, daB waihrend der Puppenperiode 
keine Stickstoffverbindungen abgegeben werden. DemgemaB finden 
wir im Stickstoffgehalt einen Unterschied von nur 0,65 mg, welcher 


' Pfliigers Arch. 210, 727 unten, 1925. 














el 


m 
ce 


w 


de 
Ww 
sc 


qi 








e1mM 
fluB 


‘lite 
ppe 
and 
hen 


Am 
murg 
Am 
cem 
Slut 
Das 
ira - 
off- 
pen 
ge- 
Am 
und 
lem 


ung 
rtes 
Die 
ten 
wie 
1US, 
tigt 
tete 


‘ten 
ben 

die 
lere 


sen 
ruft 
ode 
den 
cher 











Metamorphose der Insekten. VIII. 215 


die Fehlergrenzen der Bestimmung! nicht itiberschreitet. Des weiteren 
wollen wir berechnen, ob der Stickstoff des verbrauchten EiweiBes 
in entsprechender Menge in anderer Form erscheint. In 36,6 mg Eiweil} 
haben wir 5,85mg N. Davon erscheinen 3,98 mg in der Form von 
Harnsaure, 1,6 in dem neugebildeten Chitin, zusammen 5,58 mg. Hier 
ist also die Chereinstimmung nicht mehr so gut, die Differenz betrigt 
0,27 mg. Ahnlicherweise finden wir fiir den Rest der Puppenperiode 
einen Verbrauch von 62,4 mg EiweiB, entsprechend 10,0mg N. Als 
Harnsiure erscheinen 9,04 mg, im Chitin 0,78 mg, zusammen 9,82 mg. 
Hier betrigt das Defizit 0,18 mg. Fiir die ganze Periode finden wir also 
in der Harnséure 13,0 mg N, im Chitin 2,48 mg, zusammen 15,48 mg N, 
wahrend aus der Differenz der Gesamt-N-Bestimmungen in frischer 
Puppe und eben ausgeschliipftem Schmetterling der Wert von 15.3 mg 
erhalten wird. Die Differenz der Rohproteinwerte dagegen ergibt 
15,85 mg N, ist also um 0,37 bis 0,55 mg N zu hoch. Dies kommt wahr- 
scheinlich daher, daB die frische Puppe nicht ganz frei von Harnsaure 
ist, deren Bestimmung im Jahre 1925 versiumt wurde. 

Diese Diskrepanz, so klein sie in diesem Falle ist, mahnt gegen das 
Berechnen der ,,Rohprotein‘‘-Werte, welche in der Hauptsache mit Eiweif 
identisch sein sollen, in der gewohnten Weise. Von dem Gesamt-N wird 
der Chitin-N abgezogen und der Rest mit 6,25 multipliziert! Sind dann 
N-haltige Substanzen vorhanden, deren N-Gehalt héher ist als der von 
EiweiB, was vor allem die Harnséure betrifft. so wird noch die Sache 
durch einen anderen Fehler kompliziert. Bei derartigen Analysen (wie 
auch in diesem Falle) werden die Kohlenhydrate nicht als solche bestimmt, 
sondern als ,,N-freie Extraktstoffe“ als Differenz von der Trockensubstanz 
und der Summe von Fett, EiweiB, Chitin und Asche berechnet. Es ist 
nun klar, da8 je héher der positive Fehler bei der EiweiSbestimmung, desto 
niedriger der Gehalt an N-freien Extraktstoffen ausfallen muB. Der um 
gekehrte Fehler tritt ein, wenn im Verlauf von Hungerexperimenten det 
Gehalt an Harnséure fallt. Dann haben wir einen zu niedrigen Eiweib- 
gehalt und einen zu hohen an N-freien Extraktstoffen. Kommen_ beide 
Fehler in einer Untersuchung vor, so summieren sie sich, und wir erfahren 
mit Befremden, da das Insekt im Hunger Kohlenhydrate ansetzt. Unter 
den Arbeiten iiber den Hungerstoffwechsel der Insekten ist das eine keines- 
wegs seltene Erscheinung. 

In der vierten Mitteilung wurde der Energieverbrauch wahrend 
der Puppenperiode in Kalorien berechnet. Nun Wollen wir vergleichen, 
wieviel von der ganzen Energie der Verwandlung bei unseren Puppen 
schon verbraucht wurde und wie sich der Verbrauch auf einzelne Energie- 
quellen verteilt. 


! Unter der Fehlergrenze ist hier nicht nur die Genauigkeit der Methode, 
sondern vor allem die biologische Variationsbreite gemeint. Bei der N-Be- 
stimmung in der IV. Mitteilung betrigt die Streuung des Mittelwertes 
+ 0.073, was 1,.9mg N bedeutet. Die gefundene Differenz betragt also 
nur ein Drittel der Streuung. 
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Zu den Zahlen der Tabelle VI miissen wir bemerken, da®B der 
Kalorienwert von EiweiB nicht mit den iiblichen 4,3 cal gerechnet 
wurde, sondern mit 5,62. Das kommt daher, daB wir mit unseren 
Zahlen den Brennwert berechnen wollen, wie er bei unmittelbarer 
Verbrennung in der Kalorimeterbombe erhalten wird. Es mu® daher 
zum ,,nutzbaren** Brennwert von 4,3 cal der Brennwert der entstehenden 
Harnsaure addiert werden. So war auch die Rechnung in der vierten 
Mitteilung ausgefiihrt, nur war es dort nicht ausdriicklich genug betont. 

Wir finden auch einen Unterschied gegeniiber der IV. Mitteilung in 
der Gesamtenergie, welche wahrend der Puppenperiode verbraucht 
wird. Damals haben wir 970,3 cal angegeben gegen 1001,3 cal in der 
Tabelle VI. Diese Differenz von 31 cal entstand hauptsachlich dadurch, 
daB wir damals den Brennwert der gebildeten Harnsaure mit 148,5 cal 
in die Rechnung setzten, und dieser Wert war zu hoch bemessen. In- 
dessen haben wir mit H. Areméwna' das beim Ausschliipfen des 
Schmetterlings abgesonderte Exkret untersucht und seinen Gehalt 
an Harnsaiure bestimmt. Wir fanden, daB ein mannlicher Schmetterling 
46,9 mg Harnsaure, ein weiblicher von normalem Gewicht 36 mg ab- 
sondert. Im Mittel, ohne Geschlechtsunterschied, sind es rung 41,5 mg, 
welche mit 115 cal in Abzug zu bringen sind. Der Abzug ist also um 
33,5 cal kleiner als im Jahre 1925. Zu demselben Resultat gelangen 
wir auch auf folgende Weise. Die zersetzten 99 mg Eiweif enthalten 
15,85 mg N, von welchen 2,38 mg zur Bildung des Schmetterling- 
chitins verwandt wurden. Es bleiben also 13,47 mg N, welche 40,5 mg 
Harnsaure ergeben. Die Werte 41,5 und 40,5 mg Harnsaéure stimmen 
gut iiberein, wenn wir bedenken, daB wir zu ihnen auf eine so verschiedene 
Weise gekommen sind. Der Wert, den wir vorlaufig in der LV. Mitteilung 
aus dem Jahre 1925 angenommen hatten, betrug dagegen 54 mg. 

Was den energetischen Verbrauch im Verlauf der Uberwinterung 
anbelangt, so entspricht er dem vermutlichen Sauerstoffverbrauch. 
Es wurde die zweite Phase der Entwicklung beendet, es ist also nach 
Mitteilung III. ein Verbrauch von etwas mehr als der Halfte der Gesamt- 
menge zu erwarten. Wir finden auch demgemaB 530,5 cal von den 
1001 cal Gesamtverbrauch. 


VI. 

Wie groB ist nun der Anteil, welchen das Blut am ganzen Stoff- 
und Energieumsatz wahrend der Uberwinterung sowie wahrend der 
ganzen Puppenperiode hat ? 

Es mu8 der Verlust, den die Puppe als Ganzes erlitten hatte und 
der in der Tabelle V dargestellt wurde, mit demjenigen des Blutes 


1 Zeitschr. f. vergl. Physiol. 16, 362, 1932. 
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allein verglichen werden. Als Grundlage dieser Rechnung miissen wi: 
die Anfangswerte fiir die Blutmenge und ihre Zusammensetzung be- 
rechnen. 

Was die Blutmenge anbelangt, so wurde im Abschnitt IV ge- 
schildert, daB die durch Punktion erzielbare Menge zuerst gering ist 
und erst gegen das Ende der sechsten Woche ihre Hohe erreicht. Nun 
scheint es uns berechtigt, bei der Berechnung der Bilanz nicht mit 
der am Anfang zu erreichenden Menge zu rechnen, sondern mit der- 
jenigen von der sechsten Woche. Das Blut ist sicher schon von de: 
Raupe her da, nur das Kreislaufsystem der Raupe ist noch nicht vollig 
abgebaut. Wenn wir nicht mit dem héchsten gefundenen Prozentsatz 
von 39,8, sondern mit 38°, rechnen, so erhalten wir fiir eine ,,Durch- 
schnittspuppe™ (2,608 g) einen Wert von 990 mg Blut, welcher sicher 
nicht zu hoch bemessen ist. 

Wahrend der Uberwinterung hat die Blutmenge abgenommen und 
betragt nun 731 mg. Der EiweiBgehalt hat auch abgenommen, und zwar 
von 825 mg-”,, EiweiB-N! auf 450 mg-°,. Im ganzen enthielt das Blut 
nach der Verpuppung 73,25 mg Eiweif und dessen Spaltprodukte, nach 
der Uberwinterung 36,4mg. Es wurden also 36,85 mg verbraucht, ein 
Wert. der mit dem Verbrauch der ganzen Puppe (36,6 mg) im Bereich der 
Fehlergrenzen tibereinstimmt. ; 

Es fehlten uns bisher Anhaltspunkte, um den Fettgehalt des Blutes 
frisch nach der Verpuppung zu berechnen. Es wurde also am 18. August 
1932 das Blut einigen Puppen entnommen und 3 cem in 100 cem des 
Alkohol-Athergemisches nach Bloor enteiweiBt. Die Puppen waren 
16 bis 18 Tage alt und wurden wahrend dieser Zeit bei 28° gehalten. 
Sie kénnen zwar nicht als ,,frische Puppen“ gelten, und der Fettverbrauch 
ist bei ihnen sicher etwas vorgeschritten, dafiir aber hatten wir die 
GewiBheit, daB sich unter ihnen keine Subitanpuppen befinden. 

Es wurden von dem klaren Filtrat 1. 6cem und 2. 8 ecm abgedampft 
und der Fettgehalt nach Bloor oxydimetrisch bestimmt. Die beiden Proben 
ergaben |. 3,65, 2. 4,7 mg Fett. Daraus ergibt sich ein Gehalt von 1. 2,025, 
2. 1,955 mg-°, durchschnittlich 1,975 mg-°,, Fett. Zwar wurde der Gehalt 
nach der Uberwinterung nach der nephelometrischen Methode von Bloor 
bestimmt, welche nur die Fettséuren angibt, doch ist unser Wert mit dem- 
jenigen der zweiten Tabelle vergleichbar, da dort die Fettsauren bereits 
auf Triglycerid umgerechnet wurden und auch der Cholesteringehalt schon 
hinzuaddiert wurde. 

So finden wir fiir den Fettgehalt des Blutes frischer Puppen 19,5 mg 
Fett. Nach der Uberwinterung bleiben 6,03 mg iibrig, der Verbrauch betragt 
also 13,47 mg, gegen 15,57 mg in der ganzen Puppe. 

Den Gehalt des Blutes frisch nach der Verpuppung an den ,,N-freien 
Extraktstoffen® kénnen wir vorlaufig nicht berechnen, da uns der Wert 


! Diese Zeitschr. 219, 476, 1930. 
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ur den Trockensubstanzgehalt nicht bekannt ist. Vorlaufig nehmen wir 
ienselben Gehalt an diesen Stoffen an, wie wir ihn nach der Winterruhe 
vorfinden. Es ware dann der Anfangswert 39,6 mg, nach der Uber- 
winterung 29,3 mg, Differenz 10,3 mg. Die Puppe als Ganzes verlor 
77.3 mg, von denen 26,6 im neugebildeten Chitin zu finden sind, ver- 
braucht wurden also 50,7 mg, von denen nach unserer Rechnung nur 
20.5% durch das Blut geliefert werden. 


Zusammenfassend kénnen wir feststellen, daB das Blut wahrend 
der Winterruhe den Hauptteil am Stoffverbrauch nimmt, indem es 
54,2 °, des Gewichtsverlustes, 66,7 °%, des Verlustes an Trockensubstanz 
und 60°, desjenigen an Wasser deckt. Das zersetzte Eiweif stammt 
ganz, das Fett zu 87%, die N-freien Extraktstoffe zu 20,5°, vom 
Blute. 


Wenn wir nun zum Stoffverbrauch wahrend der letzten Phase 
der Puppenperiode iibergehen, so kénnen wir den ganzen Rest des 
Blutes als verbraucht rechnen, da in den letzten Tagen weniger als 
0.1 cem Blut und dazu beinahe eiweiBfrei aufzutreiben sind. 

rv: . . ~ . me | 40 

Wir hiatten also einen Gewichtsverlust von 730 mg, was 84"”,, des 
Gesamtverlustes ausmacht, einen Wasserverlust von 655mg oder 93°,, 
und Trockensubstanzverlust von 75 mg oder 46,5°,, des Gesamtverlustes 
der Puppe. Der EiweiBumsatz benétigt noch 62,4 mg, von denen 36,4 mg 
(die Spaltprodukte mit inbegriffen) vom Blute geliefert werden. Der Fett- 
verbrauch von 6,73 mg kann beinahe ganz (6,03 mg) durch das Blut gedeckt 
werden. Von den N-freien Extraktstoffen sollen noch 52,27 mg verbraucht 
werden. Werden 13 mg fiir die Chitinbildung abgerechnet, so bleiben 
39.27 mg. von welchen 29,3 mg durch das Blut geliefert werden. 


Fiir die ganze Puppenperiode ergibt sich nun folgendes Bild. 


Das Blut, welches 38°, des Lebendgewichtes und etwa 21°, der 
Trockensubstanz der frischen Puppe ausmacht, liefert 990 mg oder 73,5” , 
vom Gesamtverbrauch wahrend der Puppenperiode; 134 mg oder 62”, 
vom Trockensubstanzverlust!, 856mg oder 78°, des Wasserverlustes. 
Es liefert ferner von den verbrauchten EiweiBstoffen 73 mg oder 74), 
vom Fett 19.5 mg, d. i. 87.5°,, von den N-freien Extraktstoffen zumindest 
39 mg oder 42°,,'. Von dem gesamten Energieumsatz von 1001 cal entfallen 
also nach unserer Rechnung 650 cal oder 65°,, auf den Stoffumsatz des 
Blutes. Wir glauben aber, daB dieser Wert noch héher anzuschlagen ist, 
es scheint uns namlich der Gehalt an Kohlenhydraten gleich nach der 
Verpuppung héher zu liegen, als wir dies mangels entsprechender [e- 
stimmungen in Anlehnung an die Werte nach der Uberwinterung an- 
genommen haben. 


1 Yom Trockensubstanzverlust der ganzen Puppe, 251.5 mg, wurde 
das Gewicht der Puppenhiille, 34,0 mg, abgezogen, von den 129,5 mg 
N-freien Extraktstoffen wurden 39,6 mg fiir das neugebildete Chitin 


in Abzug gebracht, analog der Tabelle VI. 
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Es wird also der Stoffwechsel waihrend der Puppenperiode zun 
groBten Teil vom Blute gedeckt, die entblutete Puppe weicht folglich 
nicht allzusehr von der Zusammensetzung eines Schmetterlings ab. Dies 
sieht man aus der Tabelle VII, in welcher naturgemaB der beim Aus 
schliipfen abgesonderte Harn sowie die abgestreifte Puppenhiille mit 
beriicksichtigt wurden. 

VII. 

Wir finden also wahrend der Puppenperiode eine Trennung de: 
Puppe in zwei Phasen. Die eine -- das Blut —- stellt vor allem ein 
Wasserdepot dar. Es enthalt des weiteren vor allem EiweiBspalt- 
produkte und N-freie Extraktstoffe, also die Bestandteile, welch: 
in erster Linie den energetischen Bedarf waihrend der Puppenperiode 
decken. Das Fett und das genuine EiweiB, welche in dieser Richtung 
weniger in Betracht kommen, sind hauptsiachlich im festen Gewebe 
enthalten. Die entblutete Puppe erinnert also in ihrer Zusammen. 
setzung an den fertigen Schmetterling, das Blut enthalt die Hauptmenge 
der zur Deckung des Energieumsatzes nétigen Reservestoffe. Dic 
mineralischen Bestandteile folgen in ihrer Verteilung nicht dem Wasser- 
gehalt, sondern sind gleichmaBig in der Trockensubstanz sowohl des 
Blutes wie des iibrigen Kérpers verteilt. 


Das Blut reicht aber nicht zur Deckung des ganzen Stoffverbrauches 
aus, etwa 30°, werden vom iibrigen Kérper nachgeliefert. Wahrschein- 
lich geschieht es wahrend der ersten Tage nach der Verpuppung, wenn 
der Stoffwechsel noch hoch ist, und dann wieder kurz vor dem Aus- 
schlipfen des Schmetterlings, wenn der Umsatz wieder in die Hohe 
gestiegen ist. Ein Vergleich der durch das Blut gelieferten Mengen 
einzelner Bestandteile mit den Werten der ‘Tabelle VI ist in diese: 
Hinsicht sehr charakteristisch: Wir sehen, daB wahrend der ersten 
Periode und wahrend des Winterschlafes der Umsatz hauptsachlich 
durch Kohlenhydrate gedeckt wird. und diese eben werden von den 
iibrigen Geweben geliefert. Wahrend der letzten Periode finden wit 
hauptsichlich einen EiweiBverbrauch, fiir welchen wiederum die Blut 
bestandteile nicht ausreichen und welcher zum groBen Teil durch das 
iibrige Gewebe gedeckt werden muB. Wenn wir noch den Fettverbrauch: 
betrachten, welcher in der ersten Halfte mehr als das Doppelte des 
jenigen in der zweiten Halfte betrigt, so ergibt sich, daB der Stott! 
umsatz wahrend der ersten Tage noch demjenigen aus der Period 
der Verpuppung gleicht, derjenige der letzten Tage dagegen als Stof! 
wechsel des schon fertigen Schmetterlings aufzufassen ist. Werden 
einige ersten und letzten Tage von der sich iiber 9 Monate erstreckende: 
Puppenperiode abgerechnet, so tritt die Rolle des Blutes noch deutlich 


hervor. 
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Zusammenfassung. 
Es wurden iiberwinterte Puppen von Deilephila euphorbiae ent- 
itet und sowohl das Blut wie die entbluteten Puppen einer chemischen 
ualyse unterworfen. 

Auf Grund der erhaltenen Werte wird im AnschluB an friihere 
| ntersuchungen der Anteil des Blutes am Gesamtumsatz berechnet 
nd festgestellt, daB das Blut den gréBten Teil der Reserven, die zur 
Deckung des Umsatzes wihrend der Metamorphose dienen, enthalt. 

Die prozentuale Beteiligung einzelner Stoffe am Energieumsatz 
ist wahrend der Puppenperiode nicht cinheitlich, indem der Umsatz 
wihrend der ersten Halfte demjenigen wihrend der Verpuppung ahnelt, 
wahrend der zweiten dagegen mehr an den eines Schmetterlings 
erinnert, 

Mit fallendem Stoffumsatz sondert sich das Blut vom sonstigen 
Koérper ab, wodurch der Wassergehalt des letzteren stark faillt. Es wird 
vermutet, daB diese ‘lrockenlegung die Ursache der Latenz mit der 


Verminderung des Stoffwechsels bildet. 





ARTE ETE, BORE LORIE 


Uber den Stoffaustausch zwischen Muskel, Blut und Leber 
bei der Arbeit. 


Ein Beitrag zur Stiitzung der Kohlensiuretheorie der Muskelkontraktion '. 
Von 
Leonhard Wacker. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 13, September 1932.) 


Die umfangreichen chemischen Umsetzungen im Muskel bei der 
Arbeit haben bekanntlich auch weitgehende Veranderungen in der 
Zusammensetzung der Blut- bzw. Plasmabestandteile zur Folge. Be- 
sonders auffallend ist die regelmaiBig starke Zunahme des Lactats 
und die gleichfalls groBe Abnahme des Bicarbonatgehaltes. Diese 
Veranderungen interessieren uns besonders deshalb, weil es nicht ohne 
weiteres verstandlich ist, wieso ein Ubertritt von Natriumlactat aus dem 
Muskel in das Blut eiae Abnahme der gebundenen Kohlensaure zur 
Folge haben kann. Die Abgabe von freier Milchsiure aus dem Muske! 
an das Blut, welche den Kohlensiureverlust sofort erkliren wiirde, ist 
ausgeschlossen, weil sich die Milchséiurebildung im Muskel in einem 
schwach alkalischen Medium vollzieht. AuBerdem miiBte der Muske! 
durch fortwihrende Abgabe von Alkalilactaten an das Blut in seinen 
Alkalireserven verarmen. Die direkte Oxydation des Lactats im Muske! 
zu Alkalibicarbonat kann natiirlich zur Deckung der Alkaliverlust: 
nicht ausreichen, weil immer mehr Milchsiure produziert wird, als 
durch Oxydation verschwindet und weil der gréBere Teil an das Blut 
abgegeben wird. 

Infolgedessen ist es wichtig, den Vorgang der Regeneration des 
Natriumbicarbonats bzw. der dadurch bedingten Aufrechterhaltung 
der Alkalescenz im Blute sowohl wie im Muskel genauer zu verfolgen: 

Wie schon Liebig? und nach ihm andere Forscher beobachteten, 
wird der Harn nach der Aufnahme von pflanzensauren Alkalien unte: 


1 Vogl. Berl. klin. Wochenschr. 1917, N. 7; Pfliigers Arch. d. ges. Physio! 
168, 147, 1917. 
2 J. Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm. 50, 161, 1872. 
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|) ldung von Alkalibicarbonat alkalisch. In eigenen Versuchen! konnte 
2 Stunden nach Aufnahme von 15g 75°%igem racemischen Natrium- 
lactat NaHCO, im Urin quantitativ bestimmt werden. 
3 1 
Der Vorgang laBt sich schematisch in folgender Weise formulieren: 


2nC;H;0,Na + 2nH,CO, = n(,H,.O, + 2n NaHCO,. 


Hieraus ist ersichtlich, daB die Resynthese des Kohlenhydrats (KH) 
aus Lactat in der Leber mit der Riickbildung von NaHCO, in ein und 
demselben ProzeB zusammenfallt. 

Weiter lehrt die Formelgleichung, daB die Reaktion unter Bindung 
von freiem Kohlensiurehydrat vor sich geht. Die Menge der gebundenen 
Kohlenséure ist theoretisch gleich gro& jener Kohlensaiure, welche im 
Muskel frei wird, wenn dort KH bei Gegenwart von NaHCQ, zu Milch- 
siure abgebaut und in Form von Lactat in das Blut iibergefiihrt wird. 
Diese Kohlensaiure wird dem Blut entzogen, was zweifelsohne den 
Kohlensauredruck im Blute reduziert, die Kohlensiureabgabe des 
Muskels erleichtert und den Wirkungsgrad des Muskels erhéht. Durch 
das Verschwinden des Lactats aus dem Blute und den Ersatz desselben 
durch eine aquivalente Menge von NaHCO, wird der Ruhezustand 
wieder hergestellt. Ganz verschwindet der Natriumlactatgehalt aller- 
dings auch in der Ruhe nicht: der verbleibende Rest diirfte vorzugsweise 
mit der Herztatigkeit im Zusammenhang stehen. Wie erfolgt nun der 
Stoffaustausch zwischen Muskel und Blut, wenn der Muskel in Aktion 
tritt? Fiir kurze Zeit kann der Muskel infolge seines Vorrats an KH, 
seines Pufferdepots und seines autonomen Charakters unabhangig 
von einem Stoffaustausch mit dem Blut selbstandig arbeiten. Bei 
fortgesetzter Arbeit miissen jedoch die KH-Bestande und die alkalischen 
Valenzen des Puffersystems erginzt werden. Der Ersatz der Alkalescenz 
in Form von NaHCO, ist ebenso wie der des KH nur vom Blute aus 
denkbar. Der Vergleich der Bestandteile des Blutserums vor und nach 
ermiidender Arbeit am Ergostaten lassen eine andere Deutung nicht zu, 
was aus den folgenden Arbeitsversuchen, Analysen und rechnerischen 
Erwigungen ersichtlich wird. 

Die Blutentnahme erfolgte aus der Armvene im Niichternzustande der 
Versuchsperson nach ermiidender Arbeit am Ergostaten, nachdem noch 
vorher, zwecks anderweitiger Fragestellung, die Blutdruckerhéhung,. die 
4 bis 5 Minuten Zeit beanspruchte, festgestellt worden war. Nach der Blut- 
druckmessung wurde nochmals kurze Zeit Dreharbeit am Ergostaten 
eeleistet. Insgesamt dauerte die Arbeitsleistung 17 Minuten bis tiber 
| Stunde, je nach der Leistungsfahigkeit der Versuchsperson. Die zum 
Vergleich erforderlichen Niichternwerte wurden 8 bis 14 Tage spiiter durch 
eine zweite Blutentnahme bei derselben Versuchsperson nach  voran- 


1 L. Wacker, Pfliigers Arch. d. ges. Physiol. 165, 459, 1916; 174. 427, 
1919. 
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gegangener einstiindiger Ruhe ermittelt. Unsere in der Tabelle wiede; 
gegebenen Resultate beziehen sich ausschlieBlich auf Veranderungen i; 
Plasma oder Serum und sind Mittelwerte aus elf Arbeitsversuchen gesund: 
junger Manner unserer Umgebung. 


Wahrend Na, K und Mg! nach der Arbeit etwas zuriickgegange; 
sind, war beim Ca und der anorganischen Phosphorsiéure ein / nst’ 
um 6 bzw. 18% des Ruhewertes zu konstatieren. Da die Zunahme d 
Ca” und der H,PO, = etwa 0,4 Milliiquivalente betragt, ist anz. 
nehmen, da Ca als Phosphat aus dem Muskel ausgetreten ist. Di 
Kohlensiure des Plasmas (bestimmt nach der Methode von van Slyky 
ging von 70,9 Volum-°%, 193,1 mg-%, HCO, auf 54,0 Volum-°, 

147,1 mg-%, HCO,, doh. um 23,8°% zuriick. Gleichzeitig erful 
die Milchsaiure prozentisch und mengenmaBig eine gewaltige Steigerur 
Der Milchsiuregehalt des Gesamtblutes im Ruheniichternzustand b 
trigt 11.6 mg-°,, im Serum dagegen um 32° mehr, d. h. 15,3 mg- 

1,7 Millimol/Liter C,H,O,. Der Ruhe-niichtern-milchsaiuregeha 
kann erheblich gréBer sein, wenn vor der Blutentnahme keine eit 
stiindige Ruhe in liegender Stellung eingehalten wurde und wenn das 
Blut bei der Entnahme zu sehr gestaut wurde. Nach der Arbeit war de, 
Milchsiurgehalt des Plasmas 116,1 mg-°% = 12,9 Millimol/Liter C,H, 0,. 
Gegeniiber dem Ruhewert ein Anstieg um 658,8 %. 


Wie erklart sich nun bei etwa gleichbleibendem Na- und K-Gehalt 
des Serums die Zunahme des Lactats und die Abnahme der gebundenen 
Kohlensaure ? 


Da der Ubertritt von freier Milchsiure aus vorerwahnten Griinden 
ausgeschlossen ist, kann die Milchsiure nur in Form eines Kalium- 
oder Natriumsalzes in das Blut iibergehen. Wenn das erforderliche 
Alkali hierzu aus dem Depot des Muskels entnommen wiirde, miibte 
sich dieses bald vollkommen erschépfen und auBerdem wiirde ein 


' Bei der Faradisation von Kaninchen wurde eine Vermehrung von Kk 


und Mg neben der Zunahme von Ca und H,PO, festgestellt. Aus diesen 
Grunde wurden ergiéinzend noch einige Arbeitsversuche am Ergostate 
vorgenommen und das Blut sofort nach der Arbeit ohne vorherige Blu‘ 
druckmessung untersucht. Im Einklang mit anderen Autoren (Schen 

Miinch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 48, 8. 2050; Hwig u. Wiener, Zeitsch. 
f. exper. Med. 61, 562, 1928) wurde bei rascher Blutentnahme auch ein 
Ubertritt von K und anorganischer Phosphorsaiure aus dem Muskel in des 
Blut ermittelt, und zwar in Mengenverhiltnissen, die auf den Ubertrit' 
von priméirem Kaliumphosphat schlieBen lassen. Auf einen Austritt von 
Milehsiiure in Form eines Kaliumsalzes kann nach den Ergebnissen de: 
Analysen nicht geschlossen werden, weil der K-Zuwachs zu gering wat 
um eine solche Annahme zu rechtfertigen Auch der Riickgang an gebundem 

Kohlenséure liBt sich wegen der unzureichenden Menge des tibergetretene! 
KH,PO, nicht erkliren. 
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Stoffaustausch zwischen Muskel, Blut usw. bei der Arbeit. 
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erheblicher Alkalizuwachs im Serum nachweisbar sein. Da dies jedoc} 
nicht der Fall ist, muB der Ausgleich in anderer Weise erfolgen. Fern: 
ist das iibertretende neutrale Alkalilactat nicht befaihigt, die Kohler 
siure aus dem im Plasma befindlichen Natriumbicarbonat auszutreibe: 
Alle diese widersprechenden Befunde lassen sich erkliiren durch die Ay 
nahme eines Ubertritts von NaHCO, aus dem Blute in den Muskel wid 
Austritt einer entsprechenden Menge von Natriumlactat in umgekehrt 
Richtung. Die folgenden Berechnungen mégen zum Verstiéndnis d 
Gesagten beitragen: Dem durch Analyse ermittelten Milchsiurezuwachs 
des Plasmas von 116.1 — 15,3 = 100,83 mg-°, — entspreche: 
43,8 mg-°,, K bzw. 25.8 mg-°,, Na bzw. 11,2 Millimol Liter in beiden 
Fallen. Wiirde diese Milchsiuremenge als Kaliumsalz aus dem Muske! 
in das Blut tibertreten, so miiBte der K-Gehalt des Serums vom Ruhewert 
von 21,2 mg-% durch die Arbeit auf 21,2 — 43.8 65,0 mg-° 
d.h. um 206,6°, des Ausgangswertes steigen. Ahnlich lagen die Ver- 
haltnisse beim Natrium. Wiirde der Na-Bedarf zur Neutralisation aus 
den Pufferbestinden des Muskels gedeckt werden, so miiBte der Na-Gehalt 
des Serums von 327,6mg-% auf 327,6 4- 25.8 mg-°%%, dh. auf 
353,4 mg-°,, oder um 7,8°, in die Héhe getrieben werden. Der Aus- 
schlag kommt angesichts des groBen Natriumgehaltes im Chlornatrium 
des Serums und des geringen Atomgewichts des Na nicht so sehr zu 
Geltung. Er wird aber deutlich, wenn wir die angenommene Zunahny 
auf das Uberschu8natrium berechnen, d.h. auf jene Natriummenge 
die ibrigbleibt, wenn wir vom Gesamtnatrium des Serums das an (| 
gebundene Na in Abzug bringen. Der Gesamtnatriumgehalt des Serums 
betragt 142.43 Millimol Liter, der Chlorgehalt 104.88 Millimol Liter. 
Der verbleibende Rest von 142,43 — 104,88 = 37,55 Millimol Liter 
entspricht 86,3 mg-°,, UberschuBnatrium. Da der Milchsaiurezuwachs 
12,9 —1,7 11,2 Millimol /Liter betragt, hatte der Gehalt des Uber- 
schuBnatriums auf 37,5 + 11,2 = 48,7 Millimol Liter anschwellen 
miissen, d. h. von 86,3 auf 112,0 mg-°, oder um 30°, des Ruhewertes 
Der Na-Gehalt des Serums hat statt zuzunehmen, um 3,4 bzw. 8.6' 
abgenommen. Die Mengenunterschiede sind so groB, daB sie bei de: 
Analyse nicht iibersehen werden kénnen. 

Zu bemerken wire ferner, daB der NaCl-Gehalt bzw. der Chlor- 
gehalt bei unserer Versuchsanordnung unverandert blieb, was wiederum 
die Anschauung vom Verhalten des NaHCO, stiitzt. Mit dieser Bi- 
carbonatzufuhr ist natiirlich eine dem Umfang der intermedidr gebildet:) 
Milchstiure entsprechend groBe Kohlensdureentbindung innerhalb des 
Muskels verkniipjft. Uber die Mengenverhaltnisse gewinnt man ein 
Vorstellung, wenn man beriicksichtigt, daB in der Leber fortwahrend KH 
aus Lactat regeneriert wird, das der Muskel wiederum zu Milchsaur 
abbaut. Im Verlauf des Stoffaustausches gehen Milchséure, Natriun 
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ind Kohlensiurehydrat zwecks Regeneration von KH und NaHCO, 
lenselben Weg vom Muskel itber das Blut zur Leber. Man kann 
ilso von einem Kreislauf des KH, des Na und der Kohlensaure 
prechen. 

Dieser in den Muskel aus dem Blut eingefiihrten sowie der im Muskel 
vlbst produzerten Kohlenstiure diirfte meines Erachtens eine gro 
physiologische Bedeutung fiir die Muskelkontraktion zukommen, woraut 
inderenorts (a.a.O.) schon mehrfach hingewiesen wurde. Dadurch 
wird der Zweck der durch Resynthese erméglichten enormen Milch- 
siurebildung und des damit in Verbindung stehenden Neutralisations- 
vorganges unserem Verstandnis naher gebracht. 

Experimentelle Untersuchungen anderer Autoren, die von ganz 
anderen Gesichtspunkten aus vorgenommen wurden, bestdtigen, dap 
der Muskel NaHCO, und H,CO, aus dem umgebenden Medium auf- 
nehmen kann und sprechen weiterhin fiir die Richtigkeit meiner 


Auffassung. 


In einer Mitteilung iiber die ..Ursache des Herzschlages** messen 
Vansfeld und von Szent-Gyorgyi! der Anwesenheit von Kohlenséure in 
der Durchstr6émungsfliissigkeit des isolierten Herzens eine allgemeine 
Bedeutung bei. Zur Beweisfiihrung dient den Autoren das Kalt- und Warm- 
bliitterherz, sowie der tiberlebende Kaninchendarm. Wird das Herz mit 
einer Ringerl6sung durchstr6mt. so verursacht das Fehlen von NaHCO, 
oder von H,CO, in der Durchstré6mungsfliissigkeit eine fortschreitende 
Verlangsamung und schlieGlich einen Stillstand der Herztatigkeit. Bei 
ahnlicher Behandlung der Darmschlingen setzten die Pendelbewegungen 
aus. Das Erlahmen der Tatigkeit ist besonders dann zu beobachten, wenn 
man der Durchstrémungsfliissigkeit Chemikalien zusetzt, die wie NaOH 
und NH,OH die Eigenschaft haben, Kohlensaéure zu binden. Die in dieser 
Weise kohlensaéurefrei gewordenen Organe nehmen ihre normale Tatigkeit 
wieder auf, sobald der Ringerlésung Kohlensaure beigefiigt wird. Mansfeld 
und von Szent-Gyérqgyi gelang es fernerhin, in iiberzeugender Weise fest- 
zustellen, da®B die erregende Wirkung der Kohlensaéure nicht in einer ver- 
mehrten H-lonenkonzentration gesucht werden kann, sondern dali eine 
spezifische Kohlensaéurewirkung vorliegt. 


Besonders beweiskraftig fiir unsere Betrachtungen sind auch die 
Untersuchungen und Beobachtungen von Hiirthle? und Srraube*. — Sie 
vermitteln uns eine Vorstellung tiber die Wirkung der Kohlensaure auf 
den Kontraktionsvorgang des quergestreiften Muskels und schalten den 
wenig sagenden Begriff der ..Erregungs- oder Reizwirkung* aus. Hiirthle 
(a. a. O. 8. 129) befeuchtete getrocknete Hydrophilusmuskeln mit Ringer- 
lésung und beobachtete gegeniiber der Behandlung mit Glycerinwasser 


1G. Mansfeld u. A. v. Szent-Gyorgyi, Pfliigers Arch. d. ges. Physiol. 
184, 236, 1920. 

2 K. Hiirthle, ebenda 126, 129, 1909 

3 W. Straube, ebenda 194, 574, 1922 
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ein unterschiedliches Verhalten Wahrend Glycerin lediglich zur Quelluny 


fiihrte, verursachte die Ringerlésung eine Kontraktion. die Hiirthle durc} 
Lichtbilder (Tafel VI, Abb. 34 und 35a bis 35c) festgehalten hat. Zu 
Entscheidung der Frage, welche Chemikalien der Ringerlésung die kon 
traktionserregende Figenschaft verleihen, hat Straube systematische Unte: 
suchungen vorgenommen. Er stellte zunachst fest, daB die gema®B Hiirth/: 


Vorschrift praparierten und vor 12 bis 15 Jahren getrockneten Fasern 
ihre Kontraktilitat in Ringerlésung nicht eingebiiBt hatten und sich un 


17 bis 22°, verkiirzen konnten. Mit Leitungs- und destilliertem Wass: 
war lediglich Quellung, in keinem Falle eine Kiirzung zu erzielen. Da 
Wasser konnte daher die Ursache der Kontraktion nicht sein, ebenso 
wenig reagierten wiasserige Lésungen der anderen  Bestandteile de: 
Ringerlésung und von Natriumbiphosphat. Eine Ausnahme macht: 
dagegen eine 0.01°,ige Lésung von NaH('QO,. In dieser betrug die Al, 
nahme der Fachhéhe 13 bis 16°. Um nun zu ermitteln, ob es sich da 
bei um eine spezifische lonenwirkung des Na _ handelt, wurden ver 


schiedene aquimolekulare Na-Salzlésungen mit negativem Ergebnis 


untersucht. Es blieb dann noch iibrig, die Anionenwirkung festzustellen. 
Diese erstreckte sich auf Schwefelséiure, Salzsiure, Milchsaiure und mit 
destilliertem Wasser hergestellte aquimolekulare Kohlenséurelésungen. 
Dabei ergab sich, daB nur die Kohlensdure Verkiirzungen von 16° ., aus 
liste. Straube miBt daher der Kohlensdure iibereinstimmend mit den vor- 
erwahnten Autoren eine spezifische Wirkung bei. Der von anderer Seit: 
erhobene Einwand, dai der im Muskel vorhandenen Milchséure dir 
Kontraktionswirkung zuzuschreiben sei, wurde von Straube im Ex 
periment widerlegt. Erganzend ging er dazu iiber, die Wirkung der 
Kohlensiure am lebenden und iiberlebenden Muskel zu priifen und fand 
eine grundsatzliche Ubereinstimmung mit den Versuchen am getrockneten 
Hydrophilusmuskel. Bemerkenswert ist ein gleichartiges Verhalten von 
quergestreifter, glatter und Herzmuskulatur gegeniiber der Kohlensdure. 


Zusammenfassung. 


1. Die bei der Muskelarbeit gebildete Milchsiure verlaBt, soweit 
sie nicht durch Oxydation verschwindet, den Muskel in Form von 
Alkalilactat. Dadurch steigt der Lactat- bzw. Milchsiuregehalt des 
Serums durchschnittlich um 658,8 °% des Ruhewertes an. 


2. In der Leber wird aus diesem Natriumlactat unter Bindung von 
freier Kohlensiure des Blutes Kohlenhydrat und Natriumbicarbonat 
regeneriert. 

3. Das Alkalidepot des Muskels ist zur Neutralisation der gebildeten 
groBen Milchsiuremengen nicht ausreichend. Es miissen daher di 
Alkalireserven des Blutes in Form von NaHCO, als Ersatz herangezogen 
werden, wihrend gleichzeitig eine aquivalente Natriumlactatmenge i: 
das Blut iibergeht. Dadurch erklart sich, warum der Natriumgeha!! 
des Blutes nicht vermehrt ist, wihrend der Milchsiuregehalt zunahn 
Weiter wird dadurch auch der Verlust des Serums an gebunderm 
Kohlensaure verstandlich. 
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4. Der Nachweis des Eintritts von NaHCO, aus dem Blute in 
len Muskel und der damit zusammenhangenden reichlichen Kohlen- 
s;ureentbindung innerhalb des Muskels bildet eine Stiitze der Kohlen- 
siuretheorie der Muskelkontraktion. 


5. Diese Theorie wird weiterhin gestiitzt durch die Untersuchungen 
von wv. Szent-Gydrgyi sowie von Hiirthle und Straube. GemaiB diesen 
Autoren spielt die Kohlensaiure eine spezifische Rolle bei der Muskel- 
kontraktion. 


Fiir die finanzielle Hilfe bei der Durchfiihrung dieser Arbeiten bin 
ich der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft sowie den Freunden 
der Universitat Miinchen zu groBem Dank verpflichtet. 





line kurze Orientierung iiber den Enzymgehalt 
der Kaffeepflanze. 


Von 
Erich Herndlhofer. 
(Aus dem agronomischen Institut in Campinas, Brasilien.) 


(Eingegangen am 16. September 1932.) 


Eines der wichtigsten Probleme in der physiologischen Chemie der 
letzten Jahrzehnte ist das der Enzyme. Es muB aber noch viel Versuchs- 
material zusammengetragen werden, bis die Enzyme so griindlich 
erforscht sind, wie es heute schon viele andere Stoffe der lebenden 
Organismen sind. 


Da ich nun an einer tropischen Untersuchungsstation (Campinas 
in Brasilien) tatig war, an der hauptsichlich iiber Kaffee gearbeitet 
wurde, so war es meines Erachtens interessant, sich einmal dariiber zu 
orientieren, mit welchen Enzymmengen man iiberhaupt in der Kaffee- 
pflanze zu rechnen hat. Da ich in der Literatur keine Angaben iiber 
die Bestimmung und die Mengen der Enzyme in den vegetativen Organen 
des ‘Kaffees fand, so kam es mir vorerst darauf an, fiir jedes der zu 
untersuchenden Enzyme eine passende Methode auszuprobieren und 
damit dann die Enzymtatigkeit in den einzelnen Organen einiger 
Altersstufen zu bestimmen. Am wichtigsten erschienen mir dabei dic 
jungen Pflanzen, da ich in diesen die gr6Bten Enzymmengen vermutete. 
Daher untersuchte ich einige Entwicklungsstadien bis zu den ein- 
jahrigen Pflanzen und nur vergleichsweise dazu einige Organe eines 
alten Kaffeebaumes. 


Allgemeines iiber die Methoden. 


Es wurde versucht, dirckt in dem verriebenen Pflanzenmateria! 


(Lipase, Protease, Amylase) oder in dem wiisserigen Extrakt desselben 
die sechs hier untersuchten Enzyme zu bestimmen. Eine Schwierig- 
keit dabei ist die groBe Masse des inaktiven Pflanzengewebes, das bei 
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len Analysen mitgeschleppt werden muB, und die geringen Mengen 
ler Enzyme in diesem unkonzentrierten Zustande. Andererseits weicht 
nan bei der Verwendung von ganz frischem Pflanzenmaterial, das 
asch verrieben sofort zur Bestimmung verwendet wird, am wenigsten 
von den natirlichen Bedingungen ab und man erhalt vielleicht so am 
chesten die Wirksamkeit der Enzyme, wie sie in der lebenden Pflanze 
vorhanden ist. Denn es wurde ja schon 6fters gezeigt, daB durch diuBere 
Beeinflussung die Wirksamkeit der aus einem Gewebe extrahierten 
Knzyme stark verindert werden kann [siehe Bach und Oparin (1923)]. 
Man bekommt ja bei allen Bestimmungen immer nur die unter den 
vorhandenen Bedingungen mégliche Wirksamkeit und nicht die absolute 
Menge des im Gewebe enthaltenen Enzyms; es kommt nun darauf an, 
diese vorhandenen Bedingungen so wenig als méglich zu verandern, 
um nicht dadurch das zu untersuchende Enzym in seiner Tiatigkeit zu 
iemmen oder zu férdern und so zu Fehlresultaten zu ge'angen. Diese 
Uberlegung ist ebenso wichtig bei der Auswahl der Methode, die man 
zu den Untersuchungen verwenden will, wie bei der Beurteilung der 
Resultate. 


Zur Untersuchung gelangten ruhende Samen, Keimpflanzen, ein- 
jahrig normale und im Vergleich dazu gleichaltrige verkiimmerte 
Pflanzen und schlieBlich von einem etwa 30jaihrigen Kaffeebaum 
die Blatter, junge und alte Zweige und die noch unreifen griimen 
Friichte. 


Von den einjaihrigen Pflanzen hatte ich zufallig zweierlei Gruppen 
zur Verfiigung. Von den Sandbeeten, in denen die Keimpflanzen gezogen 
wurden, wurde nur ein Teil der etwa 6 Monate alten Pflanzchen in Erde 
ausgepflanzt; diese entwickelten sich zu normalen Béiumchen, wahrend 
der andere Teil der Pflanzen in den Sandbeeten verblieb, dort zwar regel- 
maBig begossen wurde, aber infolge der mangelhaften Ernahrung ver- 
kiimmerte. Diese verkiimmerten Pflanzchen waren erst 10 bis 20 em hoch, 
hatten drei bis fiinf Blattpaare und noch die Kotyledonen, wihrend die 
normalen Pflanzen in der Erde schon bis 50 em hoch waren, einige von 
ihnen schon die ersten Seitenzweige trieben und die Kotyledonen schon 
langst abgeworfen hatten. Es war nun interessant festzustellen, ob die 
mangelhafte Ernahrung auf die Ausbildung der Enzyme einen EinfluB hat 
oder nicht. 


Lipase. 


Zur Bestimmung der Lipase verwendete ich die Methode von 
Willstatter-Waldschmidt-Leitz (1924), mit der diese Autoren ihre Unter- 
suchungen an der Ricinuslipase vornahmen. Aber sowohl bei den 
Kaffeesamen als auch bei den vegetativen Organen der Kaffeepflanze 
habe ich auf eine Konzentration der Lipase verzichtet und direkt mit 
einer bestimmten Menge Gewebebrei als Ausgangsmaterial gearbeitet. 
Die Methode gibt recht zuverlissige Werte, bei Wiederholungen der 
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Bestimmungen vom selben Pflanzenmaterial bekam ich kaum Unter- 
schiede. 


Es wurde also wie folgt gearbeitet: 4 g¢ ganz frisches Pflanzenmateria! 
wird mit gleichviel reinem Quarzsand verrieben, davon werden in zwei 
kleine Wageglischen mit gut eingeschliffenem Stopfen je 3g eingewogen. 
Von diesen beiden Wageglaschen gehért das eine zur Bestimmung (B) und 
das andere zur Kontrolle (K) 

B. Zu der Substanzsandniasse kommen sofort nach dem Wiegen 
2ecem eines Acetatpuffers und 2,5 g Olivenél dazu. Hieraut wird das Ge 
misch sofort mit der Hand 3 Minuten lang kraftig geschiittelt und dann 
noch 17 Minuten stehengelassen. Nach dieser 20 Minuten langen Ein- 
wirkung spritzt man den ganzen Inhalt des Wageglaschens mit Alkohol 
in einen Erlenmeyer-Kolben iiber, wobei die Enzymtatigkeit unterbrochen 
wird. 

K. Es kommen die 2 ccm Acetatpuffer und die 2,5 g Olivenél direkt 
in den Erlenmeyer-Kolben, dann spritzt man den Inhalt des Wageglaschens 
mit Alkohol in dieses Gemisch hinein; dadurch wird das Enzym schon 
vor der Einwirkung auf das Olivenél abgetétet. 

Hierauf fillt man beide Giadser, K und B, auf gleiches Volumen mit 
Alkohol auf und setzt dann zu beiden je 15cem Ather und 10 Tropfen 
Phenolphthaleinlésung zu. Dann wird mit n/10 KOH bis zur ersten Rétung 
titriert. War in dem untersuchten Organ Lipase vorhanden, so verbraucht 1 
mehr KOH bei der Titration als K. 


Der Acetatpuffer enthalt gleiche Teile einer n/2 Essigsiure und einer 
n Ammonacetatlésung; zur Desinfektion setzt man etwas Chloroform zu. 
Als Ol verwendet man am besten reines Olivenél, von dem man vorher die 
Verseifungszahl bestimmt, die man dann zur Berechnung der prozentualen 
Verseifung braucht. 

Die Berechnung der Verseifung wird nach Wéillstdtter nach folgender 
L . 56,1. 100 

2,5.V 
im Verbrauch von n KOH, 56,1 das Molekulargewicht von KOH, 2,5 die 
Gramm Olivenél und V die Verseifungszahl des Ols darstellen; x ist dann 
die Verseifung des Olivenéls in Prozenten. 


Formel durchgefiihrt : a, worin L die Differenz B minus K 


Wie Willstdtter nachgewiesen hat, ist die wirksame Enzymmenge 
direkt proportional der Spaltung des Olivenéls, wenn diese nicht 45 
iibersteigt. Da in der Kaffeepflanze nie iiber 2.1°,, Spaltung gefunden 
wurde, so kénnen wir die gefundene Spaltung direkt als Ma{ fiir die in 
dem Gewebe vorhandene wirksame Enzymmenge annehmen. 


Die Samen wurden oftmals untersucht, aber niemals konnte auch 
nur eine Spur von lipatischer Wirksamkeit nachgewiesen werden. Legt 
man die Samen mit der Pergamenthaut in feuchten Sand zur Keimung 
auf, wie das iiblich ist, so dauert es etwa 2 Monate, bis das Wiirzelchen 
aus dem Samenkorn hervorkommt. In diesem Stadium sind schon 
kleine Mengen von Lipase nachweisbar. Ich untersuchte auch eine Anzah| 
von Samen, die schon 6 Wochen im Keimbeet lagen, aber noch kein 
Wirzelchen hatten. In diesem Stadium war aber noch keine Lipase 
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zu finden. Es fallt also die Mobilisierung des Enzyms mit dem sichtbaren 
Beginn der Keimung zusammen. 


Als nachstes Stadium wurden dann Keimpflanzen verschiedenen 
Alters untersucht. Die ersten waren 3 Monate alt; die Wurzel derselben 
war schon etwa 5 ecm lang und hatte schon den Samenrest mit den noch 
eingeschlossenen Kotyledonen iiber den Sand emporgehoben. Es wurden 
nun Samenreste + Kotyledonen und Wurzeln getrennt untersucht. Die 
ersteren ergaben im Mittel 0.9%, Verseifung, die letzteren 0.2%. Im 
vierten Monat wurden die Pflanzen wieder untersucht. Inzwischen 
waren die Kotyledonen schon entwickelt und die Samenreste abgeworfen. 
In diesem Stadium war noch dieselbe Lipasetatigkeit nachzuweisen wie 
in dem dreimonatlichen. Nach einer langeren Pause, im achten Monat, 
wurde wieder eine Anzahl dieser Pflanzen untersucht. Sie waren in- 
zwischen schon 15 bis 20cm hoch und hatten schon zwei Blattpaare 
entwickelt ; die Kotyledonen waren noch ganz frisch. In diesem Stadium 
wurden schon der Stamm und die Wurzel getrennt untersucht, und es 
ergab sich fiir die Kotyledonen nur mehr 0,3 °,, fiir den Stamm wieder 


0 » 0 


>, fiir die Wurzel aber 0,7°%, Verseifung. 

In den Blattern der einjihrigen Pflanzen ist keine Lipase mehr 
nachweisbar, wahrend sie im Stamm und in der Wurzel immer zu finden 
ist. Die mangelhafte Ernihrung hat auf die Ausbildung des Enzyms 
fast keinen EinfluB, obwohi doch ein so groBer Unterschied in der Ent- 
wicklung zwischen den normalen und verkiimmerten Pflanzen bestand. 

In der alten Pflanze, die noch vergleichsweise untersucht wurde, 
fand ich nur in den unreifen Friichten und in den griinen Zweigen eine 
Lipasewirkung. 

Wenn man nun tiberhaupt das Auftreten der Lipase in den einzelnen 
Organen verfolgt, so muB man von vornherein zwischen den Kotvledonen 
und den Blattern einerseits und den Wurzeln und dem Stamm anderer- 
seits unterscheiden. Bei Beginn der Keimung, 2 Monate nach der 
Aussaat der Samen, beginnt auch die Aktivierung der Lipase. Der 
Teil, der sich aus der Plumula des keimenden Samens entwickelt, also 
die Kotyledonen und die Blatter, zeigt erst eine rasche Anreicherung 
an Lipase: im dritten und vierten Monat ist aber das Maximum schon 
erreicht, hierauf fallt die Enzymtatigkeit in den Blattern langsam ab 
und verschwindet in den einjahrigen Pflanzen ganz. Ein ganz anderes 
Verhalten zeigt der Teil der Pflanzen, der sich aus dem Hypokoty! 
entwickelt. Im Stamm finden wir einen kleinen, aber ziemlich 
konstanten Lipasegehalt, in den Wurzeln einen relativ starken Anstieg 
der Enzymtatigkeit, besonders in den Alterstadien der Pflanzen, 
in denen die Blatter schon keine mefSbaren Lipasemengen mehr 


aufweisen. 
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Lipase. 


In prozentualer Verseifung pro 1g Frischsubstanz. 


Im Mittel 
OS = ee ee 


Samen, 6 Wochen im Keimbeet, aber noch nicht gekeimt . . . 0 
Samen, eben gekeimt, 2 Monate nach der Aussaat ..... . 0.3 
Keimpftanzen, 3 Monate nach der Aussaat 
Hamenrest -- Motyledomen. ... 6.5.6 sess se cs 2 5 OD 
Ween sg oe, wise es: Se ace se 


Keimpflanzen, 4 Monate nach der Aussaat 
ans gE ike ce prvi. “Sint sda > 20 ea. 40. Reig 


a ee | i ee 


Keimptlanzen, 8 Monate nach der Aussaat 


a a ec ee a ae ee a ae 0,3 
ee oe ee ee a a a ee 


0 Ee ere er ae ee a ee ee 


Einjahrig, normale Pflanzen 
I Os a to Ee Ae See KG, es nw. ae at oe aa 
Ie ere ee ee ae a ee ee err 
ee ea a ee ee eee 
SOP dil aw CUD y. a) gle Sy. tera ea ae ea 
Einjahrig, verkiimmerte Pflanzen 
PRs Se ee a A ae el ee a ee Ke ee eee 
Oe ee eee ee ee ee ee 
ES ee oe ee ee a ee ee 
NT 6 ede) a a GEE ES ee ewe SO a 


Alte Pflanze 
RE OS ee es ee 2 a a ee ae a 
TIE 4g ly 23g ka OS ye So: ae ee «eS ea co 
PO og a ee be a hh Se MS. ae Le me ee ee 


PS. 5s a ws de ew oa ie ee XK ee ee. ee 


Protease. 
Es gibt schon eine groBe Anzahl verschiedener Bestimmungs- 
methoden fiir die Protease, deren Besprechung am besten im Sammel- 
werk: ,,.Die Methodik der Fermente** von C. Oppenheimer und L. Pin- 


cussen (1929) nachzulesen ist. Da es sich in diesem Falle nur um eine 
kurze Orientierung tiber die Mengen und die Verteilung dieses Enzyms 
in einigen Organen von Kaffeepflanzen handelte, so wahlite ich eine 
recht einfache, aber zuverlassige Methode, wie sie Bach und Oparin 
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(1923) bei ihren Proteasebestimmungen in keimenden Pflanzensamen 
verwendeten. Ich machte nur die Abinderung, daB ich nicht von vor- 
vetrocknetem Pflanzenmaterial ausging, sondern direkt die Frisch 
substanz als Grundlage der Enzymbestimmung wiahlte. 


Ich arbeitete also wie folgt: Die frischen Pflanzenteile werden rasch 
fein verrieben, davon sofort je 4g fiir die Bestimmung und die Kontrolle 
abgewogen und jede dieser Portionen in einem Becherglas mit 100 cem 
Wasser versetzt. In der Kontrolle wird dann sofort der Proteinstickstoff 
nach Barnstein-Stutzer bestimmt. Zu der Bestimmung setzt man 2 cem 
Toluol zu und 1laBt sie im Warmeschrank bei 40° C 48 Stunden lang stehen; 
nach dieser Zeit wird auch in der Probe der Proteinstickstoff so wie in der 
Kontrolle bestimmt. 

Da die Protease einen Teil der Proteine spaltet, so enthalt die Be- 
stimmung (2) nach der Einwirkungsdauer von 48 Stunden weniger Proteine 
als die Kontrolle (A); man erhalt daher bei den Ajeldahl-Bestimmungen 
aus B weniger Ammoniak als aus K, oder es wird bei der Destillation von B 
weniger von der vorgelegten n/10 Schwefelsaure verbraucht als von K. 
Diese Differenz im Verbrauch an n/10 H,SO,, bezogen auf 1g Frisch- 
gewicht, gibt nun ein Mab fiir den in dem untersuchten Organ vorhandenen 
wirksamen Proteasegehalt. 

Dies ist natiirlich nur der Fall unter der Voraussetzung, daB die Enzym- 
wirkung direkt proportional zur Menge des vorhandenen Enzyms ist, wie 
das Gross (1908) fiir die Pepsin- und Faubel (1907) fiir die Try¥psinwirkung 
festgestelit haben, und nicht der Schiitzschen Regel folgt. fiir die A. Meyer 
(1908) und Vernon (1901) eintreten. Um diese Frage fiir unseren Fall 
zu entscheiden, wurden von ein und demselben Organ oft verschiedene 
Ausgangsmengen gewahlit, mit dem Erfolg, dali innerhalb der Fehler- 
grenzen der Methode eine direkte Proportionalitat festgestellt werden 
konnte. 

Der Fehler der Methode ist sebr klein, dagegen sind die Unterschiede 
an wirksamer Protease von Pflanze zu Pflanze oft betrachtlich. 

Im allgemeinen wurden bisher in den Pflanzen, die auf Protease 
untersucht wurden, die gréBten Mengen dieses Enzyms in den keimenden 
Samen gefunden. In den ruhenden Samen wurde im allgemeinen nur 
eine geringe proteolytische Wirksamkeit festgestellt, oft war sie sogar 
zweifelhaft. Bach und Oparin (1923) stellten aber auch in den ruhenden 
Weizensamen proteolytische Tatigkeit fest, fanden aber bei der Keimung 
eine 20- bis 30fache Zunahme des Enzyms. 


In diesem Zusammenhang ist nun das Ergebnis beim Kaffee 
interessant. Es wurde hier die gréBte proteolytische Wirksamkeit 
in den ruhenden Samen gefunden, wahrend sie in den 6 Monate alten 
Keimpflanzen schon kleiner ist, wenigstens in bezug auf das Frisch- 
gewicht. Man muB namlich bedenken, daB der Wassergehalt des Samens 


viel kleiner ist als der der Keimpflanzen. Die Samen enthalten etwa 
10%, Wasser, die Keimpflanzen aber 90%; d. h. aber, daB die Trocken- 
substanz der Samen bei der Keimung auf das Neunfache verdiinnt wird. 
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Wiirde nun bei der Keimung keine Protease neugebildet oder aktiviert, 
so kénnte in den Keimpflanzen nur ein Neuntel von der in den Samen 
vorhandenen Enzymwirksamkeit da sein. In der Tat ist sie aber etwa 
doppelt so groB. Daraus sieht man, daB sich auch im Kaffee bei der 
Keimung die Menge der wirksamen Protease vermehrt, trotzdem bei 
der Beziehung auf das Frischgewicht eine starke Verminderung vor- 
getauscht wird. Allerdings ist bei der Kaffeekeimung die Vermehrung 
der proteolytischen Wirksamkeit nur ziemlich schwach im Vergleich 
zu der Steigerung der Aktivitat, die Bach und Oparin bei der Weizen- 
keimung feststeliten. 


Die Keimpflanzen wurden 6 Monate nach der Aussaat analysiert; 
sie hatten erst die Kotyledonen, aber noch keine Blatter entwickelt. 
Bei den ersten Analysen war der aktive Proteasengehalt in den Koty- 
ledonen noch héher, bei den letzten schon sehr klein, und manchmal 
war er tiberhaupt nicht mehr festzustellen. Das ist aber auch ganz 
verstandlich, wenn man die Funktion der Kotyledonen bedenkt; sie 
sind in erster Linie Reservestoffspeicher, die mit zunehmendem Alter 
der Keimpflanze immer mehr erschépft und schlieBlich funktionslos 
werden. Wahrscheinlich nimmt gleichzeitig damit die Proteaseaktivitat 
der Kotvledonen ab. Dafiir spricht auch das Ergebnis bei den Koty- 
iedonen der einjahrig verkiimmerten Pflanzen, in denen niemals mehr 
Protease gemessen werden konnte; sie sind schon ganz verbraucht 
und vor dem Abfallen. Ganz anders verhalt sich der ‘Veil der Keim- 
pflanzen, der sich aus der Radicula des keimenden Samens ent- 
wickelt, also die Wurzel und das Stammechen. In diesem Teil 
wurden bei allen Analysen tibereinstimmende Mengen aktiver Protease 
gefunden. 


Ungefahr dieselben meBbaren Eazymmengen finden wir bei den 
einjihrigen Pflanzen im Stamm und in der Wurzel wieder. Man kann 
hier keine Abnahme, eher eine kleine Zunahme in der Enzymtitigkeit 
mit dem zuneamenden Alter feststellen. Im Gehalt an aktiver Protease 
zeigt sich kein nennenswerter Unterschied zwischen den einjahrig 
normalen und den verkiimmerten Pflanzen, also hat die normale oder 
mangelhafte Ernaibrung keinen EinfluB auf die Aushildung dieses 
Enzyms. 

Wenn man mit diesen Ergebnissen dann noch die Enzymtatigkeit 
der alten Pflanze vergleicht, so bekommt man den Eindruck, dab 
scheinbar alle lebenden Organe der ganzen Kaffeepflanze eine kleine 
Menge von Protease enthalten, die aber nicht charakteristisch ist fiir 
ein bestimmtes Entwicklungsstadium. 


Zusammenfassend kann man iiber die Protease sagen, daB sie in 
allen untersuchten Organen der Kaffeepflanze in kleinen, aber eindeutig 
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bestimmbaren Mengen angetroffen wurde; nur in den absterbenden 
Kotyledonen der verkiimmerten Pflanzen konnte sie nicht nach- 
gewiesen werden. In den ruhenden Samen ist die Proteaseaktivitit 
in bezug auf das Frischgewicht am gréBten, beriicksichtigt man 
aber die Zunahme im Wassergehalt bei der Keimung, so _ findet 
man bei diesem Vorgang eine Vermehrung im absoluten Enzym- 
gehalt auf das Doppelte. In allen alteren Organen findet man 
eine schwache proteolytische Tatigkeit, die aber von diuBeren Ein- 
flissen recht unabhangig zu sein scheint. 


Protease. 


Die Zahlen geben die Differenz zwischen AK und B im Verbrauch von n/10 
H,SQO, in Kubikzentimeter pro 1 g Frischsubstanz an. 
Im Mittel 
Ee ee ee ee eee ee eee eee 


Keimpflanzen 
ee ee eee a ee ee a 


a eo a 


Einjahrig normale Pflanzen 
ee a a ee ee ae ee ae re 
a 8 a ae eee ea a ka Grok Ge ee ae a ee 
EE ee ee ee ee ee 

Einjahrig verkiimmerte Pflanzen 
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Fiir die Amylasebestimmung benutzte ich die Methode von Will- 
slitter-Schudel (1918) und arbeitete wie folgt: 


Man geht von etwa 25g Frischsubstanz aus, verreibt das Material 


rasch, wiegt von der homogenen Masse sechsmal je 3g in kleinen Becher- 
glasern fiir je drei Bestimmungen (8) und drei Kontrollen (AK) ab. Hierauf 
pipettiert man von einer heiBen, 0.4° ig. Starkelésung je 50cem in die 
Glaser mit K ab, wodurch in diesen Proben gleichzeitig die Amylase ab- 
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getotet wird. Von einer kalten, gleichstarken Stirkelésung pipettiert man 
auch in die Glaser mit 2 je 50cem ab. Hierauf kommen zu jeder Probe 
noch 2cem Chloroform und 5cem Toluol, dann stellt man alle Proben in 
den Warmeschrank und laBt sie 48 Stunden bei 40°C stehen. Wahrend 
dieser 2 Tage werden die Glaser 6fters geschiittelt. Hierauf werden alle 
Proben durch Watte filtriert. Von diesen Filtraten laBt man je 25 cem in 
je l5cem n/10 Jod einflieBen, wodurch die Enzymtiatigkeit sofort unter 
brochen wird, dann setzt man noch 20 cem n/10 Lauge zu und laBt genau 
20 Minuten stehen; nach dieser Zeit wird mit 20 cem n/10 Schwefelséure 
neutralisiert und dann das restliche Jod mit n/10 Natriumthiosulfat zuriick 
titriert. 

Die durch die Amylase aus der Starke gebildete Maltose verbraucht 
in der alkalischen Lésung eine entsprechende Menge Jod. Der Jodverbrauch 
ist dann in # gréBer als in A, da nur in B durch die enzymatische Tatigkeit 
Maltose aus der Starke gebildet wurde. Die Differenz im Jodverbrauch 
der beiden Proben entspricht dann der Menge der gebildeten Maltose, die 
ihrerseits wieder ein Mal fiir die in dem untersuchten Material vorhandenen 
wirksamen Menge der Amylase gibt. 


Die ruhenden Samen haben einen relativ hohen, meBbaren Amylase- 
gehalt, der aber bei der Keimung noch bedeutend zunimmt. Man 
inuB naimlich auch hier wieder die starke Wasseraufnahme bei der 
Keimung bedenken. Im Mittel kann man mit einer zehnfachen Ver- 
mehrung des aktiven Enzyms vom Samen bis zum 7 Monate alten 
Keimling rechnen. 


Interessant ist auch hier die Weiterentwicklung zu den einjahrigen 
Pflanzen. Der Prozentgehalt der aktiven Amylase bleibt im Stamm 
und in der Wurzel fast gleich, nur in den Blattern ist das Enzym nicht 
mehr nachweisbar. Im Amylasegehalt finden wir einen wesentlichen 
Unterschied zwischen den einjahrig normalen und den gleichaltrigen 
verkiimmerten Pflanzen. In den Blattern der letzteren fand ich regel- 
mabig Amylase, in deneu der normalen Pflanzen aber nicht. Dafiir 
ist der meBbare Amylasegehalt bei diesen in der Wurzel und im Stamm 
dreimal so gro} als in den verkiimmerten Pflanzen. Das ist deshalb 
auffallig, weil die beiden anderen Hydrolasen, die Protease und die 
Lipase, ungefahr in gleichen Mengen in den entsprechenden Organen der 
normalen und verkiimmerten Pflanzen enthalten sind. 

Die alte Pflanze enthalt in den jungen und alten Zweigen relativ 
groBe, in den jungen Friichten nur kleine und in den Blittern keine 
meBbaren Mengen wirksamer Amylase. 


Zusammenfassend kann man feststellen, daB bei der Keimung des 
Kaffees auch die Amylaseaktivitat betrichtlich zunimmt. In den 
Keimpflanzen sind die Kotyledonen armer als der iibrige Teil (4: 7), 
und die Enzymtatigkeit verschwindet in ihnen mit zunehmendem Alter 
ganz. Ebenso ist in den Blattern der normalen Pflanzen keine Amylase 
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nachweisbar. Im Stamm und in der Wurze! bleibt die Enzymtatigkeit 
auf der Hohe, die sie schon in den Organen der Keimpflanzen er- 
reicht hat. 
Amylase. 
Die Zahlen geben die Differenz zwischen B und K im Verbrauch von 
n/10 Jod in Kubikzentimeter pro 1g frischer Pflanzensubstanz an. 


Im Mittel 

Oe a a a a ee 
Keimpflanzen 

a a ee ee 

oe ee a a ee a ee 
Kinjahrig normale Pflanzen 

ee a ee ee ee ee ae ee 
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oO See ee a a a, 
Kinjahrig verkiimmerte Pflanzen 
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ee oe Oe a rk ae ae es of Se Oe 
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Alte Pflanze 
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em ae a: od ie, Fe re ets Oe ks a 


SN ss kr es ae we a ee He ER Se KS. ce 
Dr =o 5 ce se ee eae ee SR 2 he ee we 
Katalase. 


Die Katalase wurde nach dem titrimetrischen Verfahren bestimmt, 
bei dem das restliche Wasserstoffsuperoxyd mit Kaliumpermanganat 
zuricktitriert wird. Diese Methode wurde von Bach und Oparin (1923) 
bei den Katalasebestimmungen im keimenden Weizensamen_ ver- 
wendet, und ich folgte weitgehend diesen Vorschriftes, nur das ich 
auch in diesem Falle nicht von vorgetrocknetem, sondern von 
frischem Pflanzenmaterial ausging. Es wurde also folgendermaben 
gearbeitet : 

Die frischen Pflanzenteile werden verrieben, und fiir jede Analyse 
werden 3 bis 5 g genau abgewogen. Dann setzt man zu allen Proben 50 cem 
Wasser zu und ]aBt 4 Stunden stehen. Nach dieser Zeit wird abfiltriert 
und vom Filtrat je 15 cem fiir die Bestimmung (/) und die Kontrolle (K) 
verwendet ; zu K und B kommen dann noch 15 cem Wasser dazu. AK wird 
dann durch ein 5 Minuten langes Einstellen in ein siedendes Wasserbad 
inaktiviert, nach dem Erkalten gibt man noch 3 cem einer 1° igen Wasser- 
stoffsuperoxydlésung und 30cem einer 10°, igen Schwefelsiure dazu. 
Auch B versetzt man mit 3cem der 1°,igen Wasserstoffsuperoxydlésung 
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und JaBt genau 30 Minuten stehen. Nach dieser Zeit unterbricht man di« 
Enzymtatigkeit durch Zusatz von 30cem 10 Jig. Schwefelsaure. Dann 
titriert man das restliche H,Q, in K und B mit n/10 Kaliumpermanganat 


zuriick, Die Differenz im Kaliumpermanganatverbrauch zwischen K und /} 


in Kubikzentimeter pro 1 g Frischgewicht gibt direkt ein Ma® fiir die in 
dem Organ vorhandene wirksame Katalasemenge. 

Im Mittel ergaben die ruhenden Samen einen Verbrauch von 
10.9 ceom n 10 KMnO, pro 1 g krischgewicht, die 5 Monate alten Keim- 
pflanzen in den Kotyledonen 15,6 cem, in den Stéimmcehen 11,0 ceni und 
in den Wurzeln 2,9ecm. Wenn man nun wieder den verschiedenen 
Wassergehalt beriicksichtigt, den die ruhenden Samen (etwa 10°, 
und die Keimpflanzen (etwa 90°.) enthalten, so sieht man eine starke 
Zunahme der Katalaseaktivitat bei der Keimung. Etwas altere Keim- 
pflanzen ergaben schon ein anderes Bild. In allen Organen nimmt die 
Katalasetaitigkeit rasch ab, in den Kotyledonen von 15,6 auf 8,5, 
im Stamm von !1.0 auf 5,0 und in der Wurzel von 2,9 auf 1,4. Die 
Ptlanzchen waren schon so weit entwickelt, daB sie schon die ersten 
Blattpaare hatten. Diese enthielten genau soviel Katalase wie die 
Kotvledonen. Im achten Monat wurden die einzelnen Teile der Keim- 
pflanzen nochmals untersucht. Der meBbare Katalasegehalt ist in 
allen Organen weiterhin gesunken, am starksten in den Kotyledonen 
und in den Blattern, wenig im Stamm und in der Wurzel. SchlieBt 
man daran gleich die einjihrigen Pflanzen an, so findet man noch 
ein weiteres starkes Absinken des meBbaren Katalasegehaltes in 
allen Organen. 

Vergleicht man nun die einjaéhrig normalen Pflanzen mit den gleich- 
altrigen verkiimmerten, so findet man in den Blattern keinen Unter- 
schied. Im Stamm und in den Wurzeln haben die verkiimmerten 
Pflanzen aber ungefahr den doppelten wirksamen Enzymgehalt als die 
normalen. 

Die Blatter der alten Pflanze enthalten genau soviel meSbare 
Katalase wie die der einjihrigen Pflanzen, ebenso unterscheidet sich 
der Katalasegehalt der jungen und alten Zweige der ersteren nicht 
wesentlich von dem des Stammes der letzteren Pflanzen. In den kieinen 
griinen Friichten der alten Pflanze ist der meBbare Katalasegehalt nicht 
hoch im Vergleich mit dem der ruhenden Samen. 

Zusammenfassend kann man also sagen, daB die Katalaseaktivitat 
bei der Keimung der Kaffeesamen stark ansteigt. vom fiinften Monat 
ab aber sehr rasch wieder absinkt und vom achten Monat an ziemlich 
konstant wird. Die Kolvledonen und die Blatter haben in den friihen 
Keimstadien den héchsten meBbaren Katalasegehalt, vom siebenten 
Monat an ist aber der Stamm das Organ, das die stairkste Katalase- 


wirkung aufweist. 
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Katalase. 
Die Zahlen geben die Differenz zwischen K und B im Verbrauch von n/10 
K MnO, in Kubikzentimeter pro 1 g Frischsubstanz an. 
Im Mittel 
er nn tah Ges Vite Care ue elo SS Be 


Keimpflanzen, 5 Monate nach der Aussaat 


Se I a a 

Se Age Sach. Sea WR Sn ee wow ae 3 oo 

vg ee ee oe ee ee 

Stamm + Wurzel. ........ ‘ 7,7 
Keimpflanzen, 6 Monate nach der Aussaat 

I ag as og ee ea oo Be 
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Wurzel . . onc ae 
Keimpflanzen, 8 Monate nach der Aussaat 

Tie oe ot ebgte We, <a igh hal “WD Sor akorat: wan ere 1,8 

Pe se kw os ae eee ae le ola eh 

RA renal lk ae ak Bae oY wee ES 2 

Wurzel . . Lie. ot a a er ae ee a a ee 
Einjahrig normale Pflanzen 

PE be we ewe el « ee 

ee a ne ee ee ‘ 1,4 

ee ee ee a ee 
Einjahrig verkiimmerte Pflanzen 
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Alte Pflanzen 

ee ° cw ie 
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Junge Friichte. . .... 1,5 


Peroxydase. 


Zur Bestimmung der Peroxydase in den verschiedenen Teilen der 
Kaffeepflanze folgte ich der Methode von Bach und Chodat mit einigen 
kleinen Abainderungen. Es wurde also folgendermaBen gearbeitet : 

Zu einer Peroxydasebestimmung im frischen Gewebe braucht man 
mindestens 3 bis 6g Frischsubstanz; diese werden klein zerschnitten, in 
der Reibschale mit ebensoviel reinem Quarzsand verrieben und dann mit 
50 cem Wasser versetzt, dann laBt man das Gemisch etwa 4 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. Hierauf wird filtriert und von dem Filtrat je 
15 oder 20 cem fiir die Bestimmung (2) und die Kontrolle (K) in einen 
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kleinen Erlenmeyer-Kolben abpipettiert. Zu B kommt dann ebensoviel 
Wasser wie Filtrat, 10 cem einer 10°,ig. Pyrogallollésung und 3 cem einer 
1° ig. Wasserstoffsuperoxydlésung. Dieses Gemisch la8t man 16 Stunden 
stehen. Zu K kommt ebenfalls soviel Wasser wie Filtrat, dann wird aber 
das Enzym durch 5 Minuten langes Einstellen des Kolbens in ein siedendes 
Wasserbad abgetétet. Nach dem Erkalten fiigt man auch zu K 10 cem 
der 10° ig. Pyrogalloll6sung und 3 cem der 1° ig. H,O,-Lésung hinzu und 
14Bt 16 Stunden stehen. Bildet sich in K wie fast immer in der Zeit kein 
Purpurogallin, so braucht man bei spiteren Wiederholungen keine Kontroll- 
bestimmungen mehr zu machen. 

Wenn das Material Peroxydase in greifbaren Mengen enthilt, so bildet 
sich in B ein roter Niederschlag von Purpurogallin. Dieser wird auf einem 
vorgetrockneten und vorgewogenen kleinen Filter gesammelt, mit etwa 
100 cem kaltem Wasser gewaschen, getrocknet und gewogen. 

Die Menge des aus 1g Frischgewicht entstandenen Purpurogallins 
gibt direkt ein Ma8 fiir den in dem untersuchten Gewebe wirksamen Per- 
oxydasegehalt. 

Mit den Peroxydasebestimmungen wurde leider erst begonnen, als 
die Keimpflanzen schon 7 Monate alt waren; es ist daher in diesem Falle 
nicht méglich, die Zunahme des Enzyms wahrend der ersten Entwicklung 
der Keimpflanzen zu verfolgen, und im siebenten Monat diirfte das 
Maximum schon iiberschritten sein. Dieser Mangel wird aber in folgenden 
Untersuchungen nachgeholt werden. 

Die ruhenden Kaffeesamen fand ich fast frei von Peroxydasen ; 
die Spuren von Purpurogallin, die bei einigen Bestimmungen auftraten, 
konnten mit der verwendeten Methode nicht mehr erfaBt werden. In 
den Keimpflanzen findet man dagegen in den Kotyledonen, im Stamm 
und in der Wurzel das Enzym in reichlichen Mengen. In den Kotyledonen 
scheint aber das Enzym mit zunehmendem Alter rasch abzunehmen; 
in den letzten Bestimmungen fand ich nur mehr Spuren, wahrend in 
der ersten 5,9 mg Purpurogallin pro 1g Frischsubstanz vorhanden war. 
Die Blatter der einjihrigen Pflanzen haben ja auch nur mehr Spuren 
des titigen Enzyms. Anders in den Wurzeln und Stengeln. Bei den 
Keimpflanzen wurden diese beiden Organe zusammen untersucht, und 
hier konnte ich in der Zeit, in der die Enzymwirkung in den Kotyledonen 
schon stark zurickging, keine Abnahme feststellen. Vergleicht man 
damit die Mengen in den analogen Organen der einjahrig normalen 
Pflanzen, so sieht man nur einc kleine Abnahme, aber die Peroxydase- 
wirkung ist in diesen Organen noch recht betrichtlich. Bemerkenswert 
ist, daB die gréBten Mengen von aktiver Peroxydase in den einjaéhrigen 
Pflanzen im Stamm sind. Ein Unterschied zwischen den einjahrig 
normalen und den gleichaltrigen verkiimmerten Pflanzen ist praktisch 
nicht vorhanden. 


In der alten Pflanze sind die groBen Mengen aktiver Peroxydase in 
den jungen Zweigen auffallig; in keinem anderen Organ aller unter- 
suchten Kaffeepflanzen fand ich eine so starke Peroxvdasewirkung wie 
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hier. Auch in den alteren Zweigen sind noch reichliche Mengen aktiver 
Peroxydase vorhanden; in den Blattern finden sich nur Spuren und in 
den jungen Friichten nur kleine Mengen des Enzyms. 
Zusammenfassend kann man sagen: Die Peroxydase ist in den 
ruhenden Samen nur in Spuren vorhanden; bei der Keimung werden 
dann groBe Mengen dieses Enzyms aktiv, die aber in den Kotyledonen 
und in den spater auftretenden Blattern bald wieder auf ein Minimum 
zuricktreten, waihrend sie in den holzigen Organen erhalten bleiben. 
Auffallig ist die starke Peroxydasewirkung in den jungen Zweigen der 
alten Pflanze. 
Peroxydase. 
In Milligramm Purpurogallin pro 1 g Frischsubstanz. 
Im Mittel 
0 eee oe ee en ee eee 
Keimpflanzen 
CO Se eee ee Cee ee ee ee 
oe a a, ee eee ee 
Einjahrig normale Pflanzen 
0 ee ee ee eee ae 
Ee ee eee ae ee as ee 
0 ee ee ea ee ee 
Rhinjahrig verkiimmerte Pflanzen 
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Oxygenase, 


Im AnschluB an die Peroxydase will ich kurz noch die Oxygenase 
besprechen. Die Bestimmungsmethode ist im Prinzip genau dieselbe 
wie die fiir die Peroxydase, nur daB man die wisserigen Extrakte nur mit 
Pyrogallol und nicht mit Wasserstoffsuperoxyd versetzt; denn es ist 
ja die Tatigkeit der Oxygenase, Peroxyde zu bilden, die dann die 
Peroxydase weiterverwendet zu Oxydationen. 

Man stellt sich also einen wasserigen Extrakt wie tiir die Peroxyd- 
bestimmung her, versetzt eine bestimmte Menge davon mit 10 ccm einer 
10°%ig. Pyrogallollésung und 1éBt 16 Stunden stehen. Das in dieser Zeit 
gebildete Purpurogallin wird dann wieder abfiltriert und gewogen. Ebenso 
wie bei der Peroxydase dient auch bei der Oxygenase die Anzahl der Milli- 
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gramm Purpurogallin pro | g Frischsubstanz als MaB fiir die in dem unter- 
suchten Organ wirksame Menge Oxygenase. 

Im allgemeinen findet man recht wenig wirksame Oxygenase in 
der Kaffeepflanze in den Organen, die schon wenig Peroxydase ent- 
halten; in den Blattern und in den ruhenden Samen konnte ich iiber- 
haupt keine Oxygenase nachweisen. Die Keimlinge weisen aber kleine 
Mengen davon auf, und zwar Wurzeln und Stamm 2,4. eine Menge, 
die noch gut bestimmbar ist, wahrend in den Kotyledonen nur Spuren 
zu finden sind. Die Quantitét der Oxygenase, die in den Keimlingen 
im Stamm und in der Wurzel auftritt, finden wir in den analogen 
Organen der einjahrigen Pflanzen wieder; in Blattern dagegen war nie 
Oxygenase nachzuweisen. Ein Unterschied zwischen den einjabrig 
normalen und den verkiimmerten Pflanzen ist praktisch nicht vorhanden. 
Von allen untersuchten Organen enthalten die jungen Zweige der alten 
Pflanze wieder die gréBte enzymatische Tatigkeit, wahrend die alten 
Zweige und die jungen Friichte nur Spuren davon aufweisen. 


Oxygenase. 


In Milligramm Purpurogallin pro 1 g Frischsubstanz. 
Im Mittel 
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Ein Uberblick ttber den Enzymgehalt der einzelnen Organe. 


Stelit man nun die vergleichbaren Werte der einzelnen Enzyme 
zusammen, so findet man eine gewisse RegelmaBigkeit im Auftreten 
und Verschwinden derselben in allen untersuchten Organen. Die 
Samen sind im allgemeinen arm an wirksamen Enzymen; sie enthalten 
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keine nachweisbaren Mengen von Lipase und Oxygenase und nur Spuren 
von Peroxydase, von Amylase und Katalase schon mehr und am meisten 
von Protease. Beriicksichtigt man aber den kleinen Wassergehalt der 
Samen, der bei der Keimung auf das Neunfache steigt, so sieht man, 
daB alle Enzyme bei der Keimung mehr oder weniger stark an Aktivitat 
zunehmen. Dies stimmt auch iiberein mit den Ergebnissen von Bach 
und Oparin (1923) und Bach, Oparin und Wahner (1927) bei der Keimung 
von Weizensamen. 

Bei den Keimpflanzen findet man keine Einheitlichkeit in bezug 
auf die Verteilung der Enzyme; bald haben die Kotyledonen, bald der 
ibrige Teil, die Wurzel und das Stiéimmchen, einen héheren Enzym- 
gehalt. Beim Altern der Kotyledonen nimmt die Aktivitat der Fermente 
durchwegs ab, die Hydrolasen verschwinden tiberhaupt, was ja auch 
verstindlich ist, da in den alten Kotyledonen die Mobilisierung der 
Reservestoffe beendet ist und daher diese Enzyme iiberfliissig ge- 
worden sind. Anders bei den Atmungsfermenten; die Tatigkeit der- 
selben nimmt beim Altern der Kotyledonen zwar auch ab, doch ver- 
schwindet sie nicht ganz. Diese Abnahme steht iibrigens im Einklang 
mit den Ergebnissen Freedericksz (1911), der fand, da® alles, was die 
Atinung eines Organs steigert, auch den Katalasegehalt erhéht. Da 
es auBerdem eine alte Erfahrung ist, daB die Atmung alternder Organe 
an Intensitét abnimmt, so nimmt es nicht wunder, daS in den alternden 
Kotyledonen der Gehalt an aktiven Atmungsenzymen zuriickgeht. 

Der Enzymgehalt der Blatter der alten, der einjihrig normalen 
und der einjahrig verkiimmerten Pflanzen ist so iibereinstimmend, dah 
man ihn gemeinsam behandeln kann. Die Blatter sind im allgemeinen 
gekennzeichnet durch einen kleinen, wirksamen Fermentgehalt, der 
meist viel kleiner ist als der der verholzten Organe. Mefbare Mengen 
von Lipase, Amylase und Oxygenase fehlen in den normalen Blattern 
iiberhaupt, und die Peroxydase ist nur in Spuren zu finden; relativ 
stirker vertreten ist nur die Protease und die Katalase. 

Anders verhalten sich die Organe, die sich aus der Wurzel und dem 
Stammechen der Keimpflanzen entwickeln. Die Hydrolasen nehmen im 
allgemeinen mit der fortschreitenden Entwicklung dieser Organe zu, 
die Atmungsenzyme nur wenig ab. 

Bei der alten Pflanze mu die hohe fermentative Tatigkeit in den 
jungen Zweigen erwahnt werden; die jungen Friichte sind dagegen arm 
an aktiven Enzymen. 


Zusammenfassung. 


Diese ganze Arbeit ist nur als eine Vorarbeit aufzufassen. Sie 
wurde, wie eingangs schon erwaihnt, 1. zur Erprobung und Anpassung 
von Methoden an das Arbeiten mit Frischsubstanz und 2. zur Orien- 
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tierung iiber die in den verschiedenen Entwicklungsstadien des Kaffees 
vorhandenen wirksamen Enzymmengen gemacht. Sie hatte aber noch 
nicht die Absicht, die Verschiebung der Enzymtatigkeit wahrend der 
Keimung zu verfolgen. Wie man aus den vorhergehenden Ausfiihrungen 
ersieht, ergaben sich zwar schon einige Anhaltspunkte in dieser Richtung, 
es ist aber Aufgabe einer neuen, systematisch angelegten Arbeit, die 
Anderungen im Enzymgehalt bei der Keimung des Kaffees genau fest- 
zustellen. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit ,,Untersuchungen zur Frage der Co-Fermentwirkung. II. 
Zur Chemie der Adenosintriphosphorséiuren‘‘ von H. kK. Barrenscheen und 
Wilhelm Filz, diese Zeitschr. 250, 281, 1932. 

8. 287, sechste Zeile von unten: statt ¢ = 2,680°,, c = 2,440"; vierte 
Zeile von unten: statt c = 1,947°,, 1 = 1, a = 0,431° richtig ¢ = 1,914°), 
l= 2, « = 0,997°. 

§. 293, fiinfte Zeile: statt 25 ccm Eisessig 2,5 cem Eisessig. 

8. 293: die in der Analysentabelle angegebene Formel fiir inosinsaures 
Barium, Cy)Hy,0,N,P Ba. 7'/, HO, ist richtigzustellen in CyyHy,0O,N,P Ba 
.1H,O. Zur Analyse wurde das bei 100° iiber P,O,; getrocknete Salz ver- 
wendet. 


Herrn Prof. Dr. J. K. Parnas-Lemberg danken wir fiir den brieflichen 
Hinweis auf die unrichtige Wiedergabe der Formel des inosinsauren Bariums. 





